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resumo 
 
 
O objectivo do presente trabalho consistiu no estudo do efeito combinado de 
pressão e temperatura, a pH 7,5, na actividade da enzima peroxidase (POD). 
Assim, foi estudado o efeito da pressão e temperatura nos parâmetros 
cinéticos, Vmáx e KM da POD, calculados por dois modelos, Michaelis-Menten e 
Lineweaver-Burk, para os substratos fenol e peróxido de hidrogénio. Foram 
usadas gamas de pressões e temperaturas entre 50 e 500 MPa e 6 a 45 ºC, 
respectivamente. Verificou-se que nesta gama de temperaturas e pressão a 
enzima não é inactivada, pelo que os resultados observados se devem apenas 
ao efeito da pressão e temperatura na actividade catalítica da enzima. Foi 
verificado para os dois substratos que para temperaturas baixas geralmente a 
pressão aumenta a actividade da enzima em relação à pressão atmosférica. 
Todavia aplicando temperaturas mais elevadas foi verificado o contrário, os 
valores de actividade determinados às diferente pressões são sempre 
inferiores aos obtidos à pressão atmosférica. 
Foi verificada uma diminuição gradual da actividade da enzima com a pressão 
aplicada (para pressões acima de 50/100 MPa), indicando assim uma inibição 
desta pela pressão, comprovado pelos respectivos valores positivos do volume 
de activação (Va) determinados às diferentes temperaturas. Através do estudo 
realizado com a variação da temperatura foi possível calcular a energia de 
activação (Ea) para as diferentes pressões aplicadas onde se verifica que esta 
aumenta com o aumento da pressão. 
Com aplicação de um modelo termodinâmico foi possível modelizar o efeito 
combinado da pressão e temperatura, no Vmáx e KM da POD, permitindo a 
determinação de curvas de iso-actividade em função da pressão e 
temperatura. 
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abstract 
 
The aim of this work was to study the combined effect of pressure and 
temperature, at pH 7,5, on peroxidase (POD) activity. Thus the effect of 
pressure and temperature on the kinetics constants, Vmax e KM calculated by 
two models, Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk, for the substrates phenol 
and hydrogen peroxide was studied. Pressure and temperature ranges 
between 50 to 500 MPa and 6 to 45 ºC, respectively were studied. In this 
ranges POD was verified to be not inactivated, indicating that the results 
observed were only caused by pressure and temperature effects on the 
enzyme catalytic activity.  
Generally, it was found for the two substrates, that at the lower temperatures, 
the pressure increases the enzyme activity relatively at the atmospheric 
pressure, while an opposite effect was verified for the higher temperatures. It 
was observed that with the pressure application there was a gradual decrease 
in the enzyme activity (up to 50/500 MPa), indicating a pressure inhibition, 
which was evidenced by the positive activation volumes (Va) determined. 
Increasing the temperature in the range studied increased the activity, with 
activation energies (Ea) that increased with pressure increment. 
Using a thermodynamic model it was possible to model the effect of pressure 
and temperature on Vmax e KM, allowing the determination of iso-activity curves 
as a function of pressure and temperature. 
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H2O2 Peróxido de hidrogénio - 
HCl Ácido clorídrico - 
HRP Horseradish Peroxidase  - 
k Constante cinética mM.min-1 
ĸ Factor de compressibilidade cm6.J-1.mol-1 
KM Constante de Michaelis-Menten mM 
L-B Modelo linear de Lineweaver-Burk - 
m Declive - 
min Minuto minuto 
M-M Modelo não linear de Michaelis-Menten - 
P Pressão MPa 
P0 Pressão de referência  MPa 
POD Enzima Peroxidase  
R Constante dos gases ideais 
J.K-1.mol-1 
cm3.MPa.K-1.mol-1 
RZ Reinhetszahl - 
S Substrato - 
S0 Entropia J.mol-1.K-1 
SI Sistema Internacional - 
T Temperatura K 
T0 Temperatura de referência K 
UV Ultra-Violeta - 
V Volume cm3 
Va Volume de activação  cm3.mol-1 
VIS Visível - 
Vmáx Velocidade máxima  µmol.min-1 
Δ Variação - 
ε Coeficiente de absortividade  M-1.cm-1 
 XI 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ζ Factor de expansibilidade térmico cm3.mol-1.K-1 
ν0 Velocidade inicial µmol.min-1 
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Parte I. Revisão Bibliográfica 
1. Introdução 
 
 A preferência dos consumidores por alimentos de alta qualidade, sem aditivos, 
estáveis num dado período de tempo considerável, designado por “tempo de vida de 
prateleira” e com características de um produto fresco, tem despertado cada vez mais 
interesse por parte da indústria alimentar por novos métodos de conservação de 
alimentos. De modo a atingir estes requisitos vários métodos tem vindo a ser 
desenvolvidos. Foram feitos vários estudos e experiências a nível de indústria 
alimentar, bem como pesquisas académicas de modo a certificar a eficácia deste tipo 
de tecnologias na segurança e qualidade dos produtos finais [1]. 
 Entre estes métodos tem ganho relevância a utilização de alta pressão. As 
células vegetativas, assim como as leveduras e bolores são bastante sensíveis à 
pressão, sendo normalmente inactivas a pressões entre 300-600 MPa. Por outro lado 
os esporos bacterianos são bastante resistentes, para a sua inactivação é necessária 
uma pressão superior a 1000 MPa [1]. 
O desenvolvimento da tecnologia de alta pressão para processamento de 
alimentos, permitiu verificar que as enzimas também são afectadas pela pressão. 
Surgiu assim a possibilidade de usar a pressão para modificar a actividade de enzimas 
e alterar a sua especificidade [2]. 
 
1.1. Enzimas 
 
As enzimas, de natureza proteica, são utilizadas nas reacções químicas pois 
actuam como catalisadores biológicos ou biocatalisadores, visando aumentar a 
velocidade das reacções que ocorrem nas células e microrganismos sem se consumir, 
mantendo também o equilíbrio químico da reacção [3]. 
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1.1.1. Actividade das Enzimas 
 
 A actividade das enzimas é normalmente expressa em U (unidades de 
actividade enzimática) que corresponde à quantidade de enzima que catalisa a 
transformação de 1 μmol de substrato por unidade de tempo a 25 ºC, conjugando em 
simultâneo, condições óptimas de pH. Assim, a actividade enzimática segue uma 
equação base da reacção catalisada pela enzima E: 
 
 
 
 
Nos instantes inicias da reacção, a concentração do substrato não tem grandes 
alterações, sendo praticamente igual à concentração inicial. A concentração do 
produto formado é praticamente nula, tornando a reacção cinética mais simples (não 
se considera a reacção inversa), medindo-se assim as velocidades iniciais de reacção. A 
actividade das enzimas depende de uma série de factores internos, tais como o tipo de 
substrato, tipo de solvente, valores de pH e temperatura do meio [3].  
 
1.1.2. Peroxidase (POD) 
 
Os primeiros estudos a serem realizados com a peroxidase do rábano foram 
feitos no início do século XX. A peroxidase (EC 1.11.1.7) do rábano bravo (horseradish 
peroxidase, HRP) ocupa uma posição importante na história da enzimologia, devida à 
sua estabilidade e disponibilidade, esta enzima é muitas vezes usada como um modelo 
típico da família das peroxidases. O desenvolvimento na pesquisa do mecanismo da 
reacção, estrutura e função da enzima fez com que houvesse muita atenção por parte 
dos investigadores [4]. 
O rábano é uma erva firme cultivada nas mais diversas zonas temperadas do 
mundo em que as suas raízes são bastante procuradas a nível alimentício, são grossas, 
longas, brancas e com um gosto bastante apurado (Figura 1). A peroxidase para além 
de se encontrar nas raízes, também se encontra nas folhas e tronco, sendo que se 
encontra maioritariamente nas raízes [4-5]. O conteúdo da peroxidase não varia 
apenas no local da planta, mas também com a maturidade da mesma e temperatura a 
                                                                                  Parte I. Revisão Bibliográfica 
 
 
3 
  
que se encontra (estações do ano). A peroxidase está normalmente localizada nas 
paredes celulares [4]. 
A peroxidase é uma oxido-redutase que catalisa a decomposição do peróxido de 
hidrogénio na presença de um composto dador de hidrogénio, causando a sua oxidação 
[6].  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Representação do rábano bravo, Veitch (2004) [5]. 
 
A peroxidase é uma das enzimas mais abundantemente encontradas a nível 
animal e vegetal, tendo uma vasta aplicabilidade a nível comercial. Devido a 
apresentar bastante estabilidade térmica, ser de fácil obtenção e de reduzidos custos 
de aquisição, esta enzima é amplamente usada como um componente em testes de 
diagnóstico clínico, em aplicações analíticas (quantificação de ácido úrico, glicose, 
colesterol e lactose), indústria farmacêutica, áreas biotecnológicas e alimentar [5, 7]. 
Como a peroxidase apresenta bastante resistência à temperatura, a sua 
inactivação é um sinal de inactivação térmica para todas as outras enzimas [8]. Além 
de apresentar bastante estabilidade a nível térmico, é também bastante resistente 
numa gama alargada de pressões, sendo que a estabilidade é maior em torno do pH 
neutro, (6,5 a 9 a temperaturas entre 40 e 52 ºC) dependendo do tipo da iso-enzima e 
do substrato usado [4]. Todavia, para valores de pH inferiores a 5 e superiores a 11, a 
estabilidade térmica da peroxidase diminui bastante, aumentando assim a rapidez da 
sua inactivação. 
A peroxidase é também referenciada pelo facto de sofrer regeneração da 
actividade, ou seja, depois de inactivada pode recuperar parte da actividade perdida 
[4]. 
 
 
Parte I. Revisão Bibliográfica 
 
4 
 
1.1.2.1. Tipos de Peroxidase 
 
 A peroxidase pode ser classificada em dois grupos principais: peroxidases 
ferroproteinas e flavoproteinas. As primeiras podem ainda ser subdivididas em dois 
subgrupos: peroxidases ferriprotoporfirinas e verdoperoxidases [6]. 
 A peroxidase das plantas superiores está presente no grupo das 
ferriprotoporfirinas. Esta enzima possui a ferriporfirina IX (átomo de Fe3+) (Figura 2), 
que lhe confere uma cor acastanhada. Devido a este grupo, este tipo de peroxidases 
apresenta um máximo de absorção a 275, 403,497 e 641,5 nm. A razão da absorção de 
403 e 280 nm é denominada pelo valor de RZ (Reinheitszahl) que determina a pureza 
da preparação da peroxidase [6]. 
   No presente estudo foi utilizada este mesmo tipo de peroxidase. Para além 
deste grupo heme a peroxidase é constituída por dois átomos de cálcio (Ca2+), uma 
única cadeia de aminoácidos, 3 a 8 cadeias de carbohidratos (sendo uma 
glicopreoteína) e pontes de dissulfureto. 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 2 – Representação esquemática da estrutura da ferriporfirina IX, Veitch (2004) 
[5]. 
São estes dois centros metálicos, Ca2+, grupo heme e os átomos de cálcio que, 
juntamente com as pontes de dissulfureto, dão conformação, estrutura e integridade 
funcional à enzima [4, 6, 9-10]. 
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1.1.2.2. Estrutura Terciária 
 
A enzima peroxidase tem vindo a ser estudada há mais de um século. Nos 
últimos anos tem sido investigada a sua estrutura e cada vez mais são descobertas 
informações sobre a sua estrutura terciária. 
 A estrutura mais detalhada apareceu recentemente na literatura. O seu estudo 
foi realizado através da cristalografia de raio X. É possível identificar o grupo heme a 
vermelho, dois átomos de cálcio (esferas azuis). As hélices α e as folhas β são 
evidenciadas a roxo e amarelo, respectivamente (Figura 3) [5].  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Representação da estrutura terciária da horseradish peroxidase (HRP), 
Veitch (2004) [5]. 
 
1.1.2.3. Ciclo Catalítico 
  
O ciclo catalítico (Figura 4) inicia-se com a decomposição do peróxido de 
hidrogénio, libertando uma molécula de água, e formando o denominado composto I, 
no qual o ferro III é oxidado a ferro IV e a porfirina reduzida a um radical catiónico. O 
Composto I é por sua vez reduzido, por um electrão derivado do substrato, formando 
assim o Composto II. Este por acção de uma oxidação forma um radical livre que 
permite que o composto II reverta à sua forma nativa [4-5, 11]. 
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Figura 4 – Esquematização do ciclo catalítico da enzima peroxidase, Veitch (2004) [5]. 
 
1.2. Tecnologia de Alta Pressão 
 
Esta tecnologia é usada há muitos anos numa vasta gama de produtos, tais 
como, cerâmicos, grafite, plásticos, etc.. Porém tem vindo a ganhar ênfase na área da 
biotecnologia e na indústria alimentar (últimas décadas) [12-13].  
Os tratamentos por alta pressão têm substituído os tradicionais tratamentos 
térmicos, em alguns casos, uma vez que conferem características ao produto final que 
vão ao encontro da preferência do consumidor. Este método caracteriza-se por usar 
temperaturas mais baixas, o que permite uma melhor retenção da qualidade dos 
alimentos. Deste modo esta tecnologia responde à procura do consumidor por um 
produto mais rico a nível nutricional e sensorial [12, 14]. A tecnologia de alta pressão 
tem tido sucesso na indústria alimentar para produzir alimentos minimamente 
processados. Assim, o produto processado é livre de aditivos, ou seja, o mais natural 
possível, com as características essenciais de um produto fresco. Os tradicionais 
tratamentos térmicos inactivam e reduzem consideravelmente o número de 
microrganismos presentes inicialmente. Todavia, as características dos alimentos com 
a aplicação de calor, como as nutricionais e sensoriais, são também gravemente 
afectadas, uma vez que estes tratamentos atingem as ligações covalentes e não-
covalentes [14]. 
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1.2.1. Tratamento por Alta Pressão Hidrostática 
 
A tecnologia de alta pressão promove a destruição de microrganismos e bactérias, 
inactivando a maior parte das enzimas as quais são responsáveis pela deteorização 
dos alimentos, aumentando significativamente o tempo de vida dos alimentos, uma 
vez que as moléculas mais pequenas permanecem intactas como a maioria das 
vitaminas e compostos voláteis (responsáveis pelo sabor dos alimentos). Os 
tratamentos de alta pressão afectam as ligações mais fracas (não covalentes) tais 
como as pontes de hidrogénio, ligações iónicas e hidrofóbicas [15]. Este tipo de 
tratamento sofre diferentes fases como pode ser visualizado na Figura 5: 
pressurização, manutenção da pressão durante um certo tempo e despressurização. O 
calor gerado pelo aquecimento adiabático 
através da compressão, aumenta um pouco a 
temperatura. Esta temperatura é dissipada 
através das paredes do vaso durante o tempo 
que o produto permanece sob pressão por 
condução de calor. Na descompressão 
verifica-se arrefecimento adiabático, pelo que 
a temperatura final é inferior à inicial. É de 
evidenciar que o tempo de despressurização é 
de segundos [16-17]. 
Ao contrário dos tratamentos térmicos a pressão hidrostática é instantânea e 
uniformemente distribuída pelo alimento (pressão interior igual à pressão exterior do 
produto), independentemente do tamanho e geometria do produto, conhecido por 
princípio isostático. Esta é uma das vantagens do tratamento por alta pressão em 
relação aos tratamentos térmicos em que é necessário aumentar a temperatura de 
tratamento de modo a levar a temperatura desejada ao centro do alimento, o que 
confere ao produto a perda de algumas características sensoriais e nutricionais [12]. 
Para além deste princípio, a aplicação de alta pressão baseia-se também no princípio 
de Le Chatelier, o qual enuncia que qualquer fenómeno que implique uma redução do 
volume é favorecido sob alta pressão (volume do reagentes> volume dos produtos, 
ΔV<0), enquanto que as reacções com aumento de volume são inibidas (ΔV>0). É 
Figura 5 – Representação gráfica das 
variáveis: pressão, temperatura e tempo no 
decorrer de um tratamento por alta 
pressão, Khurana and Karwe (2009). 
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importante frisar que também o sistema pode influenciar, pois o solvente, ou mesmo a 
água, podem sofrer alterações sob pressão. 
Sob pressão, o equilíbrio termodinâmico de uma reacção é determinado por ΔV, 
enquanto a sua cinética, esta é determinada pelo volume de activação, Va. O efeito da 
pressão na actividade de uma enzima é determinado pelo volume de activação 
segundo a equação de Eyring (Eq.1) [18-20]: 
       
Eq.1 
 
Esta relação mostra que a pressão acelera reacções em que a variação de 
volume entre o complexo ES e E+S seja negativo (e vice-versa) (Figura 6). O efeito da 
pressão é mais marcado nas reacções com grande alteração do estado de hidratação 
dos componentes entre o estado inicial e de transição [19]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 – Representação gráfica das variações de volume sob efeito da pressão na 
evolução da reacção enzimática, Ramirez et al. (2009) [21] 
 
1.2.1.1. Efeitos nas Reacções Químicas, Bioquímicas e Enzimáticas 
 
A pressão pode afectar várias reacções bioquímicas, o que pode ser explicado 
devido a alterações de volume durante o tratamento de alta pressão. As mudanças de 
volume causadas pela aplicação de pressão, são acompanhadas por alteração ou 
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interacção entre sistemas, ou seja, reacções que envolvem formação de pontes de 
hidrogénio ou formação de ligações covalentes são fortemente favorecidas.  
Este tipo de tratamentos, no caso das reacções enzimáticas pode inactivar ou 
activar as enzimas, sendo a sua inactivação influenciada pelo pH, temperatura 
durante a pressurização, tipo de enzima e concentração do substrato, enquanto os 
efeitos na activação enzimática são influenciados apenas pela interacção da enzima 
com o substrato [3, 12]. 
No caso geral a relação entre a pressão combinada com diferentes 
temperaturas na actividade de uma enzima, revela uma forma elíptica, como se pode 
observar pela Figura 7. É verificado que 
existe uma zona onde a enzima está 
activa (dentro da elipse) e uma de 
desnaturação enzimática (fora da 
elipse). Estas duas zonas são separadas 
por uma outra zona que representa a 
zona de desnaturação reversível. O seu 
contorno ilustra o equilíbrio entre o 
estado nativo e desnaturado da enzima. 
Pode existir assim, uma desnaturação a 
quente (baixa pressões) ou a frio (altas 
pressões) [17, 22-23] 
As estruturas das enzimas, secundária, terciária e quaternária, podem ser 
afectadas sob pressão dependendo claramente da pressão aplicada. Os tratamentos de 
pressão afectam as ligações fracas como as de Van der Waals e pontes de hidrogénio, 
atingindo minimamente as mais fortes, como as ligações covalentes. Pressões 
moderadas podem afectar a estrutura quaternária, enquanto que aplicando pressões 
mais elevadas, >500 MPa, a estrutura terciária pode ser atingida, dependendo da 
natureza da enzima. 
Nas reacções enzimáticas a pressão pode levar a mudanças no centro activo da 
enzima conduzindo a modificações na especificidade do substrato, conduzindo assim a 
uma perda ou ganho de actividade [12].  
 
Figura 7 – Diagrama teórico de temperatura – 
pressão com duas fases; zona activa e zona de 
desnaturação enzimática, dentro e fora da elipse 
respectivamente, adaptadoEisenmenger and 
Reyes-De-Corcuera (2009). 
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1.2.1.2. Efeito da HHP na Peroxidase 
 
Não existe um comportamento “modelo” para o efeito nas enzimas com os 
tratamentos de alta pressão. Como mencionado acima, estes comportamentos diferem 
entre as enzimas utilizadas, bem como o tempo e magnitude da pressão aplicada. 
A peroxidase é conhecida como sendo a enzima mais estável aos tratamentos 
térmicos e de pressão [5]. Ao longo do tempo, vários estudos têm sido elaborados para 
melhor conhecer a enzima peroxidase nos distintos produtos alimentares. Verifica-se 
que para diferentes alimentos a peroxidase comporta-se de diversas formas, 
apresentando-se de seguida os principais casos encontrados na literatura. 
 
Cenoura  
Foi obtida para a cenoura uma inactivação máxima de 91% a 600 MPa e a 45ºC 
[24].  
 
Ervilhas frescas 
Existem estudos que indicam que a percentagem da actividade residual 
depende do tempo de pressurização. Por exemplo, para ervilhas frescas a aplicação de 
900 MPA a 60 ºC, durante 10 minutos, leva a uma percentagem residual de 12% 
(inactivação de 88%) [8].  
 
Feijão Verde 
Experiências realizadas com feijão verde, indicam que é atingida uma 
actividade residual de 75% através de tratamentos de 500 MPa, à temperatura 
ambiente, durante um curto período de tempo, 60 segundos [8, 25]. Contudo o 
processamento a 900 MPa, durante 10 minutos à temperatura ambiente, diminui a 
actividade 88% [26]. 
 
Morango 
Foi evidenciado que a inactivação máxima da peroxidase é de 35 %, pela 
aplicação de alta pressão tanto a 600 como a 800 MPa, durante 15 minutos. Estando 
estes resultados de acordo com estudos anteriormente divulgados e que durante o 
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mesmo tempo de tratamento se obteve uma inactivação máxima de 25 %, para 230 
MPa [27]. 
Aplicando 400 MPa os efeitos da actividade são influenciados também pelo 
tempo de processamento, ou seja na aplicação de 400 MPa a actividade da peroxidase 
tem um aumento de 13 % e 1 % durante 5 e 10 minutos de processamento, 
respectivamente [27]. 
 
Puré de morango 
A POD inactiva a 300 MPa durante 15 minutos à temperatura de 20 ºC. 
Aumentando a pressão e a temperatura é verificada uma diminuição ligeira na 
actividade [27]. 
 
Sumo de Kiwi  
Após a aplicação de um tratamento de 600 MPa a 50 ºC durante 30 minutos, foi 
obtida a actividade residual máxima de aproximadamente 29,4%. O que demonstra 
que nestas condições a enzima não é inactiva completamente. É verificado que a 
actividade da enzima POD diminui com o aumento da temperatura aplicada, quando 
se mantém a pressão [28]. 
 
Sumo de Laranja 
A actividade da peroxidase diminui gradualmente à medida que se aumenta a 
pressão (até 400) à temperatura ambiente. No entanto, é atingida uma inactivação 
máxima de 50 % aos 400 MPa e 42 ºC, num tempo de processamento de 15 minutos. 
Estas condições não são assim suficientes para uma inactivação completa [26, 28]. 
 
Esta variação de resultados para a inactivação da peroxidase pela pressão, 
pode dever-se às temperaturas usadas, tipo de substrato e pH. Todavia, também se 
sabe que a estabilidade das enzimas está relacionada com as diferentes iso enzimas da 
peroxidase, pois estas podem ter comportamentos diferentes quanto à resistência à 
pressão e à temperatura dependendo, do tipo e sua origem. 
De acordo com os dados obtidos da literatura, a peroxidase é uma enzima que 
pode ser inactivada ou activada pela pressão, o que passou a ser desenvolvida em 
aplicações biotecnológicas, usando a peroxidase sob pressão. 
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1.2.1.3. Efeito Combinado de Pressão e Temperatura na Actividade das 
Enzimas 
 
Actualmente, tem sido combinado a aplicação de alta pressão com 
temperaturas a fim de estudar a influência destes na actividade enzimática. Alguns 
estudos têm sido realizados de modo a conhecer o comportamento da actividade das 
enzimas sob pressão, tendo já sido verificado que esta pode aumentar ou diminuir 
relativamente à pressão e temperatura aplicadas [29]. Uma das enzimas estudadas foi 
a pectina metilesterase (PME) do pimento verde, tendo-se verificado que a pressão 
aumenta a actividade da enzima para temperaturas elevadas e pressões reduzidas 
(máxima actividade a 200 MPa a 55 ºC) (Figura 8). Através de um modelo 
termodinâmico os valores teóricos foram estimados, permitindo modelizar o efeito 
combinado da pressão e temperatura na actividade desta enzima [30]. 
Na PME (purificada) extraída da cenoura também foi verificado um aumento 
da actividade quando aplicado um tratamento de 500 e 100-400 MPa a 50 e 60 ºC, 
respectivamente. Todavia para pressões mais baixas (<300 MPa)  e  temperaturas 
mais elevadas (> 50 ºC) é verificado um efeito antagonístico. Este efeito foi também 
verificado com pressões abaixo de 300 MPa e para temperaturas acima de 60 ºC na 
PME extraída das bananas [31].  
 Outro estudo realizado que verifica o aumento da actividade da enzima sob 
pressão, é o estudo da naringinase obtendo-se uma actividade máxima a 30 ºC 
aplicando 160 MPa [2]. 
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Figura 8 – Representação gráfica da dependência da velocidade inicial da PME de 
pimento (purificada) com a pressão e temperatura e respectiva superfície prevista pelo modelo 
termodinâmico, adaptado de Castro, S. M., et al. (2005)[30]. 
 
Foi também verificado, através de um estudo realizado com a lipase, para 
pressões inferiores a 350 MPa, que a actividade enzimática aumenta e que para 
pressões superiores a actividade diminui [29]. Para a enzima α-quimotripsina 
concluiu-se que aumentando a pressão juntamente com a temperatura, o parâmetro 
cinético Vmáx aumenta para temperaturas inferiores a 45 ºC [32]. 
A tabela seguinte (Tabela 1) indica resumidamente alguns tipos de enzimas 
nos quais a sua actividade aumenta sob pressão (%), indicando também a 
temperatura e tempo de reacção aplicado [33]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parte I. Revisão Bibliográfica 
 
14 
 
Tabela 1 – Representação do aumento da actividade (%) de alguns tipos de enzimas 
quando sujeitos a tratamentos combinados de pressão e temperatura [33]. 
Enzima 
Pressão 
(MPa) 
Temperatura 
(ºC) 
Tempo 
(min) 
% Relação ao 
controlo 
Referência 
Lipase <300 40 - 110 [22] 
Lipase 350 80 - 239 [22] 
Lipase 400 63,5 - 20 [22] 
Lipase 400 80 - 96 [22] 
Lipoxygenase 
(soja) 
200 55 15 120 [22] 
Naringinase 
(sumo uva) 
200 54 - 72 [2] 
Pectin Methylesterase 
(Pimento Verde) 
100-200 25 10-20 - [34] 
Pectin Methylesterase 
(Tomate) 
300 50 - 170 [33] 
Peroxidase 7 30 - 251 [33] 
Peroxidase 
(Morango) 
400 - 5 13 [27] 
Peroxidase 
(Morango) 
400 - 10 1 [27] 
Polifenoloxide 
(Cebola) 
500 - - 142 [33] 
Polifenoloxidase 
(Cogumelo) 
400 - 10 140 [33] 
Polifenoloxidase 
(Cogumelo) 
800 - 10 60 [33] 
Polifenoloxidase 
(Framboesa Verm.) 
400 - - 5 [27] 
Polifenoloxidase 
(Framboesa Verm.) 
800 - - 8 [27] 
Polifenoloxidase 
(Pera) 
600 20 360 500 [33] 
β-Glucosidase 
(Framboesa Verm.) 
400  15 76 [27] 
   
A peroxidase é uma enzima com grande potencial biotecnológico, que pode ser 
alargado pela utilização de alta pressão. 
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O presente trabalho teve como objectivo de estudo o efeito combinado de 
pressão e temperatura, a pH 7,5, na actividade da peroxidase e nos seus parâmetros 
cinéticos Vmáx e KM obtidos pelos modelos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk 
para os substratos fenol e peróxido de hidrogénio. Na literatura existem poucos 
estudos deste tipo, uma vez que a maioria destes estudos se centra no efeito da 
pressão e temperatura na inactivação de enzimas, ou então na actividade (mais raro), 
mas sem determinar o efeito em KM.  
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Parte II. Método Experimental 
 
2.1. Material  
 
No presente trabalho a peroxidase (EC.1.11.1.7) (tipo II P8250, R.Z=1,9) e a 
catalase (EC.1.11.1.6) (C0322, 2950 U/mg de sólido) bem como a 4-aminoantipirina 
foram obtidas pela Sigma – Aldrich, Steinheim, Alemanha. Para a preparação do 
tampão foi utilizado ácido clorídrico (37 % m/v) e tris-(hidroximetil)-aminometano. No 
preparado dos substratos foi usado fenol de Merck e peróxido de hidrogénio (30% 
(P/V))2. 
 
2.2. Métodos Analíticos 
 
2.2.1. Determinação da Actividade da Peroxidase  
 
A quantificação da actividade enzimática da peroxidase foi efectuada de dois 
modos diferentes, aplicando diferentes pressões e temperaturas, de modo a comparar 
com os resultados obtidos à pressão atmosférica sem alterar as condições do meio e o 
tempo de reacção. O procedimento experimental utilizado foi inicialmente testado de 
modo a garantir que a reacção se mantivesse linear na curva de absorvância ao longo 
do tempo, durante cerca de 30 minutos. 
Para esta determinação foi usado um método espectrofotométrico, seguindo o 
procedimento de Worthington [35]. Ocorre uma reacção devido à oxidação do fenol na 
presença da enzima peroxidase. Este método quantifica a formação do produto 
cromóforo, a antipirilquinonimina, pela formação de cor rosa [31]. 
 
 
                                            
2 Solução de peróxido de hidrogénio preparada regularmente devido à sua instabilidade.  
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O substrato usado era composto por 1033 μL da solução de peróxido de 
hidrogénio (9,11x10-4 M), 3967 μL de tampão tris/HCl (0,1 M, pH 7,5), por 5000 μL de 
fenol (0,16 M) e 4-aminoantipirina (2,3 mM), fazendo assim um volume total de 10 
mL. 
O tampão tris/HCl foi o seleccionado devido à sua estabilidade a altas pressões 
mantendo o pH do meio reaccional fixo. A quantidade de 4-aminoantipirina foi 
mantida constante para os diferentes substratos preparados, quer para as 
concentrações de fenol como para as do peróxido de hidrogénio, assim foi adicionado a 
cada solução preparada 0,04674 g de 4-aminoantipirina (2,3 mM).  
 Adicionando 49,5 μL da enzima POD (2,225x10-4 mg.mL-1) a 1500 μL de 
substrato perfaz-se um volume do meio reaccional de 1549,5 μL. 
A determinação da actividade da POD foi efectuada através dos valores de 
absorvância obtidos a 510 nm usando o espectrofotómetro UV/VIS (PerkinElmer 
Instruments). Com a Lei de Beer-Lambert é então possível fazer esta determinação, 
com ε=6,58 (M-1.cm-1) e l=1 (cm), vindo assim a actividade em μmol.min-1 (unidades SI) 
[35].  
 
Lei de Beer-Lambert: 
 
Para se quantificar a actividade de uma enzima, deve-se verificar que se está a 
trabalhar em condições de saturação. A actividade da POD é assim determinada 
através do cálculo dos valores da velocidade inicial, correspondentes à zona linear da 
curva de absorvância em função do tempo de reacção. Isto significa que se calcula a 
taxa de variação de substrato ou produto, ou seja a derivada da variação de substrato 
ou produto com o tempo. 
 
H3C
CH3 NH2
O
N
N
N
N O
NCH3
H3C
O
OH
2 H2O2 4 H2O
Peroxidase 
+ + +
Phenol 4-Aminoantipyrine Antipyrilquinoneimine 
 lcAbs
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De modo a parar a reacção a um tempo preciso foi usada a enzima catalase 
(CAT), 20 μL. A CAT foi escolhida pois catalisa a reacção de desproporcionação do 
peróxido de hidrogénio e é usada numa concentração em excesso, para que a reacção 
que catalisa seja rápida; 
 
Assim, quando misturada com o meio reaccional esta consome todo o peróxido 
de hidrogénio ainda existente no meio. Foi estabelecido um tempo para a reacção de 
20 minutos para todos os ensaios realizados dos dois substratos (pois é também 
necessário um tempo pré-definido para a medição da actividade ao longo do tempo sob 
pressão), tendo sido feito um pré-estudo da concentração de CAT necessária para a 
paragem imediata da reacção [36]. 
 
2.2.2. Actividade da Enzima Quando Submetida a Diferentes Temperaturas 
 
Com o objectivo de estimar a actividade da enzima a diferentes temperaturas, 
foi adicionada 49,5 μL de peroxidase a 1500 μL de substrato previamente estabilizado 
a 6, 12,5, 20, 30, 37, 45 ºC num banho termostatizado de modo a dar inicio a reacção 
(tempo 0) (Huber – Compatible Control CC1, ±0,1ºC). Depois de reagir dentro do 
banho, à pressão atmosférica durante 20 minutos, foram retirados 125 μL do meio 
reaccional para uma célula de espectofotómetro contendo já os 20 μL de CAT e uma 
parte do tampão tris/HCl (pH 7,5) (375 µL) para a catalase estar homogeneizada 
neste, parando assim a reacção de imediato aos diferentes tempos pretendidos. 
Adiciona-se o tampão restante (500 µL) de modo a perfazer o volume necessário para 
medir no espectofotómetro. É assim possível a determinação da actividade da enzima 
POD a diferentes temperaturas à pressão atmosférica. 
 
2.2.3. Determinação das Constantes Cinéticas de Michaelis-Menten e 
Lineweaver-Burk 
 
O método para determinar as constantes cinéticas através destes dois modelos 
(Eq.2 e Eq.3), é realizado através da variação da concentração do substrato, fenol e 
peróxido de hidrogénio. 
2222 22 OOHOH
catalase  
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Para o caso do substrato fenol, determina-se Vmáx e KM variando apenas a 
concentração de fenol, mantendo as mesmas quantidades de tampão, de 4-
aminoantipirina e de peróxido de hidrogénio (saturação). Foram usadas concentrações 
de 8, 24, 40, 80, 120 e 160 mM, medindo-se a absorvância de modo a calcular 
posteriormente a actividade da enzima neste mesmo substrato (como descrito 
anteriormente).  
Do mesmo modo para a determinação dos parâmetros cinéticos relativos ao 
peróxido de hidrogénio é mantida constante a concentração de fenol e de 4-
aminoantipirina (saturação) e variando a concentração do peróxido. Foram utilizadas 
concentrações de peróxido de hidrogénio de 4.56x10-2, 1.37x10-1, 2.28x10-1, 4,56x10-1, 
6.83x10-1 e 9,11x10-1 mM. 
Como se trata de um modelo não linear, foi necessário utilizar uma ferramenta 
do programa computacional MATLAB R2006.b, para calcular os parâmetros cinéticos, 
Vmáx e KM. Para uma posterior comparação foi usado o modelo linear de Lineweaver-
Burk (Eq.3), representando graficamente o inverso da actividade em função do inverso 
da concentração para os dois tipos de substrato. 
        
Eq.2 
 
 
Eq.3 
 
 
2.2.4. Efeito da Alta Pressão nas Constantes Cinéticas de Michaelis-Menten e 
Lineweaver-Burk 
 
Com a finalidade de determinar a influência da pressão nestes parâmetros 
cinéticos, a actividade foi calculada numa gama de pressões entre 50-500 MPa (cada 
ensaio foi realizado em duplicado de modo a minimizar os erros experimentais) a 
diferentes concentrações de cada substrato (as mesmas que foram usadas à pressão 
atmosférica). 
][
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A reacção foi iniciada à pressão atmosférica, adicionando 49,5 µL de POD a 
1500 µL de tampão previamente calibrado à respectiva temperatura, permanecendo 
assim durante 5 minutos, este método difere apenas na 
quantidade do meio reaccional, ou seja, devido à limitação do 
vaso de pressurização foram usados eppendorfs de 400 μL 
(tendo especial cuidado em não deixar bolhas de ar pois os 
gases sobre pressão são instáveis, comprometendo a 
segurança do aparelho e seus operadores). Após os 
eppendorfs conterem o meio reaccional (tampão e enzima), 
são colocados em sacos de plástico (4x6 cm) e selados em 
vácuo 95 % (máquina de vácuo, Albipack Packaging 
Solutions). Foram submetidos à pressão pretendida durante 
10 minutos, de seguida os eppendorfs foram retirados do 
aparelho de pressão (Unipress Equipment, Modelo U33, 
Polónia) (Figura 9) e colocados à respectiva temperatura de 
tratamento à pressão atmosférica até se perfazerem os 20 minutos de reacção, 
parando assim a reacção com 20 µL CAT, como descrito em 2.2.2. São retirados dos 
eppendorf, 125 μL do meio reaccional para se realizar o ensaio em duplicado. 
De modo a obtermos o valor real da actividade sob pressão, o cálculo é apenas 
feito para os 10 minutos que a enzima está a ser pressurizada, ou seja, aos 20 minutos 
totais (multiplicando o valor da actividade por 20) são subtraídos os 10 minutos em 
que a enzima esteve à pressão atmosférica (multiplicando o valor da actividade obtida 
à pressão atmosférica por 10). Deste modo a quantidade de produto formado durante 
os 10 minutos que a enzima permaneceu à pressão atmosférica é subtraído, para se 
obter o valor real de actividade da enzima sob pressão.  
 
2.2.5. Estabilidade da Enzima POD Sob Pressão 
 
 Com o intuito de verificar se eventuais diminuições de actividade de enzima 
sob pressão não eram devidas à inactivação da enzima, fizeram-se vários testes. 
Nestes, após a reacção ter estado a decorrer durante 10 minutos sob pressão os 
eppendorfs foram retirados e colocados à respectiva temperatura e pressão 
Figura 9 - Imagem 
fotográfica do aparelho 
de alta pressão. 
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atmosférica. De seguida a actividade foi quantificada a vários tempos de reacção e os 
valores comparados posteriormente aos obtidos à pressão atmosférica. 
 Foram assim testadas duas temperaturas a várias pressões. Testou-se para 
uma temperatura mais elevada, 37 ºC, a 100 e 200 MPa, bem como para uma 
temperatura mais reduzida, 12,5 ºC, a 500 MPa. 
 
2.2.6. Determinação da Energia de Activação (Ea)  
 
As variações das constantes cinéticas seguem o modelo da equação de 
Arrhenius (Eq.4): 
        
Eq.4 
 
 Onde a temperatura (T) vem expressa em K e R (constante dos gases ideais) 
em J.mol-1.K-1. A energia de activação (Ea) é assim calculada através do declive 
negativo da recta que caracteriza a energia mínima inicial necessária para ocorrer 
uma dada reacção química. Quanto maior for o valor de Ea (maior declive) menor a 
velocidade da reacção a uma dada temperatura, contudo, para valores elevados de Ea, 
a velocidade da reacção é muito sensível à temperatura [37]. De modo a verificar o 
efeito da pressão sob o valor de Ea foram determinados os diferentes valores de Ea às 
diferentes pressões aplicadas. 
 
2.2.7. Determinação do Volume de Activação (Va) 
 
O cálculo do volume de activação segue a equação de Eyring (Eq.5): 
  
Eq.5 
  
Onde a temperatura (T) vem expressa em K, pressão (P) em MPa e R em 
MPa.mol-1.K-1. Para verificar o efeito da temperatura sob o valor de Va foi realizado 
este mesmo estudo para as diferentes temperaturas estudadas. 
RT
E
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2.2.8. Modelização do Efeito Combinado da Pressão e Temperatura na 
Actividade da Enzima 
 
Através da combinação das equações da energia de activação e volume de 
activação, Eq.4 e 5 respectivamente, é possível descrever as diferentes combinações de 
temperatura e pressão, através do contorno de um diagrama elíptico, que representa a 
variação da actividade da enzima. Este diagrama cinético, de temperatura/pressão 
pode ser aproximado a um modelo termodinâmico [1], obtido através da modificação 
da equação de Arrhenius e da equação de Eyring formando uma equação elíptica, Eq. 
6. 
  
  
Eq.6 
 
 
 
Onde, P representa a pressão (MPa); T a temperatura (K); P0 e T0 a pressão 
(MPa) e temperatura (K) de referência, respectivamente; V0 e S0 as alterações de 
volume (cm3.mol-1) e entropia (J.mol-1.K-1) entre o estado nativo e de desnaturação da 
enzima respectivamente; Δk o factor de compressibilidade (cm6.J-1.mol-1); ΔCp a 
capacidade calorífica (J.mol-1.K-1); Δζ o factor de expansibilidade térmico (cm3.mol-1.K-
1); k e k0 representam a constante da taxa de inactivação e constante de inactivação à 
pressão e temperatura de referência (min-1), respectivamente; R a constante dos gases 
perfeitos (8,314 J.mol-1.K-1);  
 Posteriormente foi introduzida uma modificação no modelo, seguindo uma 
aproximação de segunda ordem (Eq.7)[23]: 
        
Eq.7 
 
 
Fazendo a devida substituição a Eq.6 pode ser descrita como um polinómio de 
segundo grau (elíptico), como se evidencia através da Eq.8: 
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Eq.8 
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Parte III – Resultados e Discussão 
 
3.1. Determinação dos Parâmetros Cinéticos de M-M e L-B 
 
Foi estudada uma gama de temperaturas e pressões de 6 a 45 ºC e 50 a 500 
MPa, respectivamente, para a determinação da actividade da enzima POD em dois 
tipos de substratos, fenol e peróxido de hidrogénio. 
Os valores reapresentados para fenol a 20 ºC e peróxido de hidrogénio a 20 e 
30º são valores adaptados de uma tese de mestrado anteriormente desenvolvida [36]. 
No âmbito deste mesmo estudo estes cálculos foram refeitos, pois estes valores 
correspondem à actividade da enzima a 20 minutos (10 sob pressão e 10 à pressão 
atmosférica), porém o valor pretendido/real corresponde apenas aos 10 minutos em 
que se encontra sob pressão. Foram assim recalculados para se poderem enquadrar 
neste estudo, e, expandir os dados e conclusões obtidas. 
Foram usados, para cálculos posteriores, os valores dos parâmetros cinéticos 
determinados pelo modelo linear, Lineweaver-Burk, uma vez que estes apresentam 
menores erros associados. 
3.1.1. Fenol 
 
3.1.1.1. Fenol a 6 ºC 
 
  Foi realizado o estudo da variação da actividade da enzima POD com o 
aumento da concentração de substrato a várias pressões a 6 ºC (Tabela 2). Para uma 
melhor visualização, estes mesmos dados são representados no Gráfico 1 assim como o 
respectivo ajuste teórico. Após a determinação destes valores é possível o cálculo dos 
respectivos parâmetros cinéticos (Vmáx e KM) pelos dois modelos em estudo (Tabela 3). 
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Tabela 2 - Valores da actividade da POD para diferentes concentrações de fenol a 6 ºC 
à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[Fenol] 
(mM) 
0,1 MPa 50 MPa 100 MPa 200 MPa 
8 0,4971 1,945 (291)2 1,121 (125) 0,2378 (-52,2) 
24 1,371 3,106 (126) 2,627 (91,6) 0,7687 (-43,9) 
40 1,825 4,440 (143) 3,152 (72,7) 1,001 (-45,2) 
80 2,072 5,322 (157) 4,032 (94,6) 1,110 (-46,4) 
120 2,268 5,421 (139) 3,962 (74,7) 1,208 (-46,7) 
160 2,317 5,692 (146) 4,001 (72,7) 1,234 (-46,7) 
 2 o valor entre parênteses refere-se à percentagem de actividade relativa à pressão 
atmosférica ((ActP-ActP=0,1)/ActP0,1) sendo esta notação usada em todas as tabelas em que se 
apresentam resultados de actividade da POD. 
 
 
 
 
 
Gráfico 1 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
fenol a 6 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas (em todos os gráficos 
os pontos referem-se ao valor experimental obtido, as barras de erro representam o respectivo 
desvio padrão e as curvas apresentam o valor previsto, usando estimativas de KM e Vmáx 
obtidas pela regressão de L-B). 
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Tabela 3 - Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o fenol a 6 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 3,31 ± 0,897 44,9 ± 4,91 0,994 
M-M 2,74 ± 0,348 23,0 ± 11,1 0,938 
50 
L-B 6,13 ± 1,22 17,7 ± 3,61 0,979 
M-M 6,51 ± 0,848 21,3 ± 9,77 0,927 
100 
L-B 5,30 ± 1,13 29,2 ± 3,86 0,991 
M-M 4,73 ± 0,926 20,8 ± 14,0 0,880 
200 
L-B 2,23 ± 1,81 64,7 ± 14,8 0,974 
M-M 1,43 ± 0,266 21,5 ± 15,3 0,858 
 
 Verifica-se que a actividade da POD é inibida pela pressão para pressões 
superiores a 50 MPa, pois esta diminui com a pressão aplicada. Curiosamente, nestas 
condições, a pressão aumenta a actividade da enzima, em relação à pressão 
atmosférica, para 50 e 100 MPa atinge 2,5 e 1,7 vezes mais actividade, 
respectivamente. É também possível visualizar na Tabela 2 que as percentagens de 
actividade relativas à pressão atmosférica, em todos os ensaios realizados a diferentes 
pressões, são aproximadamente iguais ao longo da concentração de substrato. 
Significando assim, que a enzima se comporta da mesma forma sob pressão para as 
diferentes concentrações de substrato. Os valores das constantes cinéticas calculados 
pelos dois métodos são idênticos, comprovando-se pelas respectivas barras de erro, 
excepção do KM calculado a 200 MPa (Tabela 3), embora de um modo global para o 
método de M-M se observe valores com erro associado superior. 
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Gráfico 2 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) determinados pelo método linear (recta 
a cheio define a união dos pontos e a tracejado a linha de tendência correspondente, esta 
notação é referente a todos os gráficos que representam parâmetros cinéticos). 
  
Os gráficos acima referidos apresentam comportamentos totalmente distintos 
com o aumento da pressão. É possível visualizar que no caso do Vmáx este diminui para 
pressões superiores a 50 MPa ao contrário do KM que aumenta com o aumento da 
pressão, ambos linearmente. 
 
3.1.1.2. Fenol a 12,5 ºC 
 
Com o intuito de conhecer a actividade da enzima POD para diferentes 
concentrações de substrato fenol a uma temperatura superior, foram determinados os 
valores desta a 12,5 ºC, quando submetida a diferentes pressões (Tabela 4). É possível 
evidenciar no Gráfico 3 estes valores experimentais assim como os teóricos (ajuste 
Michaelis-Menten). Posteriormente procedeu-se ao cálculo de Vmáx e KM para as 
diferentes pressões usadas (Tabela 5). 
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Tabela 4 - Valores da actividade da POD para diferentes concentrações de fenol a 12,5 
ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[Fenol] 
(mM) 
0,1 MPa 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa 
8 0,9850 1,290 (31,0) 0,8751 (-11,2) 1,401 (42,2) 0,7598 (-22,9) 
24 2,097 1,907 (-9,06) ND 1,850 (-11,8) 1,318 (-37,1) 
40 2,988 ND 1,824 (-39,0) 2,036 (-31,9) ND 
80 3,636 3,038 (-16,4) 2,485 (-31,7) ND 1,928 (-47,0) 
120 3,940 3,191 (-19,0) 2,377 (-39,7) 2,593 (-34,2) 2,012 (-48,9) 
160 3,661 3,013 (-17,7) 2,683 (-26,7) 2,897 (-20,9) 1,903 (-48,0) 
 ND – Não Determinado 
 
 
Gráfico 3 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
fenol a 12,5 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
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Tabela 5 – Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o fenol a 12,5 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 4,95 ± 0,807 39,1 ± 2,96 0,996 
M-M 4,72 ± 0,568 25,5 ± 10,5 0,903 
100 
L-B 3,29 ± 0,807 12,8 ± 4,13 0,970 
M-M 3,49 ± 0,666 15,1 ± 12,4 0,898 
200 
L-B 2,84 ± 0,451 18,1 ± 2,76 0,993 
M-M 2,92 ± 0,550 19,8 ± 17,7 0,916 
300 
L-B 3,08 ± 0,343 18,2 ± 1,85 0,997 
M-M 2,92 ± 0,771 10,2 ± 9,47 0,786 
400 
L-B 2,20 ± 0,219 15,2 ± 0,766 0,996 
M-M 2,20 ± 0,181 15,4 ± 4,98 0,973 
  
Observa-se que a actividade da enzima peroxidase aumenta com a 
concentração de substrato verificando-se uma diminuição desta com a pressão 
aplicada. Através das percentagens relativas ao controlo é possível verificar que estas 
se mantêm quase iguais ao longo da concentração de substrato usada. 
 As constantes cinéticas obtidas pelos dois modelos em estudo são idênticas, 
comprovando tal facto pelos respectivos erros associados (Tabela 5). 
 
 
Gráfico 4 - Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
 Verifica-se que ambos os parâmetros cinéticos, Vmáx e KM, diminuem para 
pressões baixas (< 100 MPa), aumentando seguidamente para pressões intermédias, 
ocorrendo novamente uma ligeira diminuição para pressões mais elevadas (>300 
MPa). Assim como seria de esperar, os valores de Vmáx e KM são inferiores aos obtidos 
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no estudo anterior, a 6 ºC, pois como mencionado anteriormente a actividade obtida 
também é menor. 
 
3.1.1.3. Fenol a 20 ºC 
 
Com base nos dados obtidos nos ensaios anteriores foi realizado o mesmo 
estudo, aumentando a temperatura de reacção para 20ºC. Os valores da actividade da 
POD para as diferentes concentrações de fenol nas diferentes pressões aplicadas são 
representados na Tabela 6 e representados graficamente para uma melhor 
visualização. O Gráfico 5 apresenta os valores experimentais das actividades 
determinadas com um ajuste ao modelo de Michaelis-Menten (actividade teórica) a 
fim de determinar os parâmetros cinéticos Vmáx e KM (Tabela 7). 
 
Tabela 6 – Valores da actividade da POD para diferentes concentrações de fenol a 20 ºC 
à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[Fenol] 
(mM) 
0,1 MPa 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa 
8 2,010 4,708 (134) 8,105 (303) 3,362 (67,3) 1,957 (-2,64) 
24 4,178 6,020 (44,1) 9,905 (137) 6,111 (46,3) 2,476 (-40,7) 
40 5,370 8,657 (61,2) ND 7,605 (41,6) 3,738 (-30,4) 
80 6,224 11,14 (79,0) 10,42 (67,4) 9,825 (57,8) 4,905 (-21,2) 
120 5,995 11,03 (84,0) ND 8,914 (48,7) 5,716 (-4,65) 
160 6,038 12,17 (101) 10,98 (81,8) 9,984 (65,4) ND 
ND – Não Determinado 
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Gráfico 5 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
fenol a 20 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 
Tabela 7 – Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o Fenol a 20 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 7,64 ± 1,33 22,0 ± 3,16 0,989 
M-M 6,84 ± 0,840 15,1 ± 7,72 0,893 
100 
L-B 11,6 ± 3,96 12,6 ± 6,20 0,888 
M-M 13,5 ± 2,05 22,0 ± 12,3 0,872 
200 
L-B 11,0 ± 0,629 2,86 ± 0,862 0,990 
M-M 11,0 ± 0,840 2,86 ± 1,79 0,797 
300 
L-B 11,0 ± 1,19 18,3 ± 1,96 0,994 
M-M 11,1 ± 0,950 18,2 ± 6,23 0,950 
400 
L-B 5,10 ± 3,31 13,9 ± 10,8 0,849 
M-M 8,00 ± 2,82 41,1 ± 36,4 0,938 
 
Assim como nos ensaios anteriores, a actividade aumenta com o aumento da 
concentração de substrato. Observa-se através do Gráfico 5 que aumentando a pressão 
a actividade da enzima diminui gradualmente. Neste caso é também notado que 
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pressões inferiores a 300 MPa aumentam a actividade enzimática da POD, 
relativamente à pressão atmosférica.  
Observando a tabela anterior verifica-se que as constantes cinéticas são 
aproximadamente iguais, encontrando-se dentro da gama de valores calculados pelo 
modelo não linear (Michaelis-Menten) a 95% de confiança (Tabela 7). 
  
 
Gráfico 6 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
 Não é possível evidenciar uma tendência dos parâmetros cinéticos com a 
pressão, apenas que ambos diminuem para pressões superiores a 300 MPa. 
Individualmente, verifica-se que o Vmáx decresce ligeiramente para pressões entre 100 
e 300 MPa seguido de uma diminuição acentuada de 300 a 400, em relação a KM nada 
se pode concluir à cerca dos seus valores. 
 
3.1.1.4. Fenol a 30 ºC 
 
Do mesmo modo foi calculada a actividade da POD em fenol aumentado a 
temperatura para 30ºC. Os valores da actividade obtidos encontram-se na tabela e 
gráfico seguintes com o respectivo ajuste teórico (Tabela 8 e Gráfico 7). Os respectivos 
valores de Vmáx e KM para o fenol a 30 ºC são apresentados na Tabela 9. 
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Tabela 8 – Valores da actividade para diferentes concentrações de fenol a 30 ºC à 
pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 ND – Não Determinado  
 
 
 
Gráfico 7 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
fenol a 30 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas 
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 Actividade (µmol.min-1) 
[Fenol] 
(mM) 
0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 350 MPa 
4 2,356 3,032 (28,7) ND 3,389 (43,8) 2,157 
8 4,301 3,558 (-17,3) 3,366 (-21,7) 3,906 (-9,18) 3,144 
24 6,434 6,482 (0,746) 7,057 (9,68) 6,522 (1,36) 1,569 
40 7,748 8,595 (10,9) 7,824 (0,981) 8,124 (4,85) 1,730 
80 8,333 11,48 (37,8) 8,655 (3,86) 8,583 (3,00) 0,6238 
120 8,864 10,79 (21,7) 8,938 (0,835) 8,699 (-1,86) 0,2766 
160 10,35 11,59 (12,0) 9,022 (-12,8) ND -1,638 
240 10,08 9,784 (-2,94) ND 7,923 (-21,4) 0,3761 
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Tabela 9 – Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o fenol a 30 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 10,4 ± 1,36 13,3 ± 0,098 0,990 
M-M 10,4 ± 0,492 13,6 ± 3,00 0,974 
100 
L-B 10,7 ± 3,46 11,3 ± 3,22 0,924 
M-M 12,1 ± 1,20 16,1 ± 7,12 0,911 
150 
L-B 10,8 ± 1,88 17,1 ± 3,17 0,982 
M-M 9,98 ± 0,811 12,6 ± 4,55 0,952 
200 
L-B 8,57 ± 2,00 6,763 ± 2,17 0,928 
M-M 8,64 ± 0,818 7,138 ± 3,73 0,820 
 
A actividade da POD a 30ºC é influenciada pelas pressões aplicadas, ou seja, a 
100 MPa a actividade é maior relativamente à pressão atmosférica, sendo que a 150 
MPa é muito próxima da pressão atmosférica assim como para 200 MPa. No caso de 
350 MPa a actividade é praticamente nula, verificando-se que para 30 ºC a enzima 
perde toda a sua actividade (Gráfico 7). Através da observação da Tabela 9 verifica-se 
que os valores dos parâmetros cinéticos determinados pelos dois modelos são 
aproximadamente idênticos, encontrando-se dentro do intervalo de confiança a 95%. 
 
  
Gráfico 8 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
Observa-se pelo gráfico acima que o Vmáx diminui linearmente com a pressão, o 
que já não se verifica para o KM. Não é possível o cálculo do KM a 350 MPa pois a 
actividade obtida é demasiado reduzida (muito próxima de zero), assumindo assim 
Vmáx valor nulo. 
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3.1.1.5. Fenol a 37 ºC 
 
 
 Uma vez que os resultados obtidos da actividade às diferentes temperaturas 
estudadas se tornaram bastante atraentes ouve o interesse de analisar temperaturas 
mais elevadas. Este ensaio foi realizado da mesma forma que os anteriores 
aumentando apenas a temperatura para 37 ºC. Na tabela que se segue (Tabela 10) 
encontram-se representados os valores da actividade da peroxidase determinada com 
o substrato fenol e representados graficamente (Gráfico 9) os dados experimentais 
bem como os teóricos de modo a obtermos um ajuste teórico à temperatura em causa. 
Determinam-se posteriormente os valores dos parâmetros cinéticos, Vmáx e KM, 
novamente pelos dois métodos em estudo (Tabela 11). 
 
Tabela 10 – Valores da actividade para diferentes concentrações de fenol a 37 ºC à 
pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[Fenol] 
(mM) 
0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 
8 5,373 5,643 (5,02) 4,058 (-24,5) 1,691 (-68,5) 
24 8,756 7,801 (-10,9) 5,957 (-32,0) 2,878 (-67,1) 
40 12,24 9,284 (-24,2) 6,905 (-43,6) 4,846 (-60,4) 
80 13,41 13,22 (-1,42) 8,146 (-39,2) 6,125 (-54,3) 
120 13,61 13,61 (0,00) 9,335 (-31,4) ND 
160 13,24 12,48 (-5,74) 9,063 (-31,5) 5,608 (-57,6) 
 ND – Não Determinado  
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Gráfico 9 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
fenol a 37 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 
Tabela 11 – Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o fenol a 37 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 15,3 ± 2,22 14,9 ± 2,64 0,984 
M-M 15,2 ± 0,990 14,2 ± 4,05 0,931 
100 
L-B 13,2 ± 3,30 11,3 ± 4,54 0,923 
M-M 14,4 ± 1,85 16,0 ± 8,90 0,896 
150 
L-B 10,5 ± 3,44 13,8 ± 5,43 0,956 
M-M 9,62 ± 1,03 12,9 ± 5,93 0,930 
200 
L-B 6,98 ± 3,70 25,6 ± 8,79 0,966 
M-M 7,12 ± 1,66 24,8 ± 18,4 0,865 
 
Os valores de Vmáx e KM obtidos pelos dois métodos em estudo (Tabela 11) são 
aproximadamente iguais. É verificado (Gráfico 10) que a enzima é inibida pela 
pressão, a sua actividade diminui gradualmente com o aumento da pressão aplicada. 
Verifica-se também que as percentagens relativas à pressão atmosférica se mantêm 
ao longo da concentração de substrato. 
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Gráfico 10 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
  
Através da visualização dos gráficos acima expostos é verificado que o Vmáx 
diminui linearmente com a pressão aplicada ao contrário do KM que aumenta, também 
linearmente, com a pressão. 
3.1.1.6. Fenol a 45 ºC 
 
Devido aos resultados anteriormente obtidos, assim como as diferenças no uso 
de baixas e altas temperaturas na actividade da POD, bem como nos valores de Vmáx e 
KM obtidos surge o interesse de aumentar a temperatura para 45 ºC.  
Os valores da variação da actividade da POD com o aumento da concentração 
do substrato, são expostos e representados na Tabela 12 e Gráfico 11, 
respectivamente. 
Tabela 12 - Representação dos valores da actividade para diferentes concentrações de 
fenol a 45 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[Fenol] 
(mM) 
0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 
8 8,756 6,921 (-21,0) 4,137 (-52,8) 2,479 (-71,7) 
24 13,30 10,76 (-19,1) 8,302 (-37,6) 4,958 (-62,7) 
40 15,19 12,97 (-14,6) 11,44 (-24,7) 7,826 (-48,5) 
80 20,19 16,00 (-20,8) 12,60 (-37,6) 10,36 (-48,7) 
120 20,67 16,48 (-20,3) 12,74 (-38,4) 10,45 (-49,4) 
160 21,16 16,84 (-20,4) 13,56 (-35,9) 10,58 (-50,0) 
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Gráfico 11 - Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
fenol a 45 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 
 Tabela 13 - Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o fenol a 45 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 21,6 ± 3,41 12,2 ± 2,86 0,972 
M-M 23,4 ± 1,35 16,6 ± 4,55 0,962 
100 
L-B 17,7 ± 1,93 12,7 ± 1,98 0,988 
M-M 18,5 ± 0,920 15,5 ± 3,28 0,976 
150 
L-B 16,3 ± 2,33 23,3 ± 2,60 0,994 
M-M 15,3 ± 1,15 19,3 ± 5,80 0,970 
200 
L-B 13,8 ± 3,45 36,8 ± 0,329 0,992 
M-M 13,8 ± 1,76 34,6 ± 12,8 0,967 
 
Verifica-se que aumentando a pressão a actividade da enzima diminui 
gradualmente, assim como anteriormente descrito a reacção é inibida pela pressão. É 
observado pelas percentagens relativas ao controlo que estas se mantêm constantes ao 
longo da concentração de substrato para uma dada pressão. As constantes cinéticas 
calculadas pelos dois modelos são idênticas, evidenciadas pelos respectivos erros 
associados representados no Tabela 13. 
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Gráfico 12 - Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
 
 Observa-se através do Gráfico 12 que o Vmáx diminui linearmente com a 
pressão, assim como evidenciado no uso de temperaturas mais reduzidas. Os valores 
de KM aumentam linearmente, como se pode verificar, para pressões superiores a 100 
MPa. 
 
3.1.2. Peróxido de Hidrogénio 
 
Com a finalidade de comparar os resultados obtidos para o fenol foi estudado 
outro substrato, peróxido de hidrogénio. Este estudo foi efectuado do mesmo modo que 
anteriormente descrito para o substrato fenol, para cada temperatura estudada 
(mesma gama, 6 a 45 ºC) foram aplicadas diferentes pressões para verificar o efeito 
desta na actividade da enzima, bem como nas constantes cinéticas. 
Também para este caso os valores dos parâmetros cinéticos usados, foram os 
determinados pelo modelo linear, Lineweaver-Burk, uma vez que estes apresentam 
menores erros associados. 
 
3.1.2.1. Peróxido de Hidrogénio a 6 ºC 
 Para este substrato a 6 ºC, foi determinada a actividade da POD para as 
diferentes concentrações (Tabela 14). Foram representadas graficamente (Gráfico 13) 
para uma melhor visualização. Os valores dos parâmetros cinéticos Vmáx e KM são 
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determinados para cada pressão aplicada pelos dois métodos em estudo, Lineweaver-
Burk e Michaelis-Menten (Tabela 15). 
Tabela 14 - Valores da actividade para diferentes concentrações de H2O2 a 6 ºC à 
pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas 
 Actividade (µmol.min-1) 
[H2O2] 
(mM) 
0,1 MPa 50 MPa 100 MPa 200 MPa 300 MPa 
4,55E-02 0,3339 3,709(1011) 2,464 (638) 1,120 (235) 0,6188 (85,3) 
1,37E-01 0,7318 4,833 (560) 3,797 (419) 1,843 (152) 1,089 (48,8) 
2,28E-01 0,9742 5,252 (439) 4,823 (395) 2,517 (158) 1,327 (36,2) 
4,55E-01 1,346 5,894 (338) 5,525 (310) 3,541 (163) 2,070 (53,8) 
6,83E-01 1,622 6,018 (271) 5,387 (232) 4,275 (164) 2,115 (30,4) 
9,11E-01 1,591 6,157 (287) 5,529 (248) 4,251 (167) 2,163 (36,0) 
 
 
Gráfico 13 - Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
H2O2 a 6 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
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Tabela 15 - Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o H2O2 a 6 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 2,01 ± 0,201 0,230 ± 0,0103 0,999 
M-M 2,12 ± 0,422 0,256 ± 0,141 0,928 
50 
L-B 6,18 ± 0,366 0,0312 ± 0,00612 0,980 
M-M 6,33 ± 229 0,0374 ± 0,00966 0,955 
100 
L-B 6,00 ± 0,566 0,0662 ± 0,00974 0,989 
M-M 6,02 ± 0,599 0,0679 ± 0,0310 0,901 
200 
L-B 4,37 ± 1,53 0,138 ± 0,0362 0,965 
M-M 5,68 ± 1,68 0,274 ± 0,196 0,916 
300 
L-B 2,34 ± 0,599 0,130 ± 0,0265 0,979 
M-M 2,76 ± 0,794 0,198 ± 0,166 0,889 
 
Curiosamente, assim como verificado a 6 ºC para o fenol, a actividade 
determinada às diferentes pressões são superiores à pressão atmosférica, para 50 a 
100 MPa atinge 3,9 e 3,5 vezes mais actividade, respectivamente, notando-se um 
decréscimo desta com o aumento da pressão, ou seja, esta é inibida com o efeito da 
pressão. As constantes cinéticas determinadas pelos modelos, linear e não linear, são 
idênticas pois estas mantêm-se dentro do intervalo de erro associado (Gráfico 14). 
 
  
Gráfico 14 - Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
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É verificado o mesmo comportamento de Vmáx e KM pelos dois substratos à 
mesma temperatura, a 6 ºC. O Vmáx decresce linearmente com a pressão após um 
aumento brusco da pressão atmosférica para 50 MPa. O oposto é verificado pelo 
comportamento de KM uma vez que este aumenta linearmente com a pressão, 
ocorrendo uma diminuição brusca de 0,1 a 50 MPa. 
 
3.1.2.2. Peróxido de Hidrogénio a 12,5 ºC 
 
 De igual modo, foram estudados os valores da actividade da enzima para o 
H2O2 quando sujeita a diferentes pressurizações a 12,5 ºC, dados expostos na Tabela 
16 e esquematizados no Gráfico 15. Neste gráfico estão representados os valores 
experimentais bem como os respectivos ajustes teóricos. Através dos dois métodos, L-
B e M-M, são posteriormente calculados os parâmetros cinéticos Vmáx e KM (Tabela 17). 
 
Tabela 16 – Valores da actividade para diferentes concentrações de H2O2 a 12,5 ºC à 
pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[H2O2] 
(mM) 
0,1 
MPa 
100 
MPa 
200 
MPa 
300 
MPa 
400 
MPa 
500 
MPa 
4,55E-02 0,9608 1,011(5,22) 1,543(60,6) 0,5741(-40,2) 0,2383(-75,2) -0,4211 
1,37E-01 2,280 1,985(-12,9) 2,731(19,8) 1,233(-45,9) ND ND 
2,28E-01 2,862 3,481(21,6) 3,442(20,3) 1,469(-48,7) 0,7046(-75,4) -0,3032 
4,55E-01 3,618 3,161(-12,6) ND ND 1,148(-68,3) 0,1197 
6,83E-01 3,933 4,018(2,16) 4,247(7,98) 2,442(-37,9) 1,325(-66,3) 0,04226 
9,11E-01 3,997 3,562(-10,9) 3,782(-5,38) 2,240(-44,0) 1,230(-69,2) 0,2970 
 ND – Não Determinado  
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Gráfico 15 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
H2O2 a 12,5 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 
Tabela 17 – Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o H2O2 a 12,5 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 5,27 ± 0,835 0,202 ± 0,0164 0,997 
M-M 4,79 ± 0,411 0,156 ± 0,0449 0,953 
100 
L-B 4,74 ± 1,63 0,167 ± 0,0356 0,977 
M-M 4,06 ± 1,11 0,106 ± 0,0977 0,821 
200 
L-B 4,54 ± 0,714 0,088 ± 0,0149 0,992 
M-M 4,58 ± 1,11 0,0853 ± 0,0488 0,928 
300 
L-B 2,77 ± 0,558 0,174 ± 0,0191 0,996 
M-M 3,00 ±1,03 0,210 ± 0,208 0,928 
400 
L-B 1,71 ± 0,486 0,283 ± 0,0281 0,997 
M-M 1,86 ± 0,975 0,323 ± 0,430 0,852 
 
 
É verificado pelo Gráfico 15 que a enzima é inibida pela pressão, pois a sua 
actividade diminui com o aumento de pressão aplicada (mantendo a percentagem 
relativa ao controlo constante ao longo da concentração. Os valores de Vmáx e KM 
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obtidos pelos dois métodos em estudo (Tabela 17) são aproximadamente iguais, 
comprovando-se pelas respectivas barras de erro. 
 
  
Gráfico 16 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
 
É observado que o Vmáx decresce de forma linear com o aumento da pressão. O 
valor correspondente a 500 MPa não é experimental mas como a actividade a 500 MPa 
é muito próxima de zero este assume-se nulo, uma vez que também entra na linha de 
tendência. Já para o KM não é verificada a mesma tendência, este decresce até 200 
MPa seguindo-se de um aumento significativo, ambos de forma linear. 
 
3.1.2.3. Peróxido de Hidrogénio a 20 ºC 
 
Na tabela e gráficos seguintes (Tabela 18 e Gráfico 17) encontra-se a actividade 
da peroxidase determinada a diferentes pressões aplicadas com a variação da 
concentração de H2O2 a 20ºC, onde o ajuste teórico pode também ser evidenciado. 
Recorreu-se aos dois modelos em estudo para calcular as constantes cinéticas dos 
mesmos (Tabela 19).  
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Tabela 18 – Valores da actividade para diferentes concentrações de H2O2 a 20 ºC à 
pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[H2O2] 
(mM) 
0,1 MPa 100 MPa 200 MPa 350 MPa 500 MPa 
4,555E-02 1,124 1,124 (0,00) 1,301 (15,7) 0,3591 (-68,0) -0,1119 
1,367E-01 1,801 2,508 (39,2) 3,038 (68,7) 0,5063 (-71,9) 0,3886 
2,278E-01 3,450 3,685 (6,81) 3,568 (3,42) ND 0,2708 
4,555E-01 4,304 6,187 (43,8) 5,834 (35,5) 1,419 (-67,0) 0,8301 
6,833E-01 5,304 ND 5,952 (12,2) 1,066 (-79,9) ND 
9,110E-01 5,393 7,335 (36,0) 6,335 (17,5) ND -1,083 
1,367E+00 4,951 7,718 (55,9) 6,482 (30,9) 1,478 (-70,1) 0,2414 
 ND – Não Determinado 
 
 
Gráfico 17 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
H2O2 a 20 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
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Tabela 19 – Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o H2O2 a 20 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 5,81 ± 2,77 0,199 ± 0,0531 0,949 
M-M 6,46 ± 0,865 0,233 ± 0,101 0,937 
100 
L-B 9,64 ± 2,75 0,349 ± 0,0295 0,996 
M-M 10,1 ± 1,52 0,359 ± 0,144 0,963 
200 
L-B 7,91 ± 1,20 0,231 ± 0,0169 0,996 
M-M 7,82 ± 1,15 0,219 ± 0,107 0,918 
350 
L-B 1,34 ± 1,15 0,132 ± 0,0830 0,896 
M-M 1,68 ± 0,732 0,253 ± 0,334 0,841 
 
Mais uma vez se observa o efeito da pressão na actividade da enzima POD, 
esta vai diminuindo gradualmente com o aumento da pressão. Com a aplicação de 500 
MPa verifica-se que a POD não possui actividade, conclui-se, assim como nos casos 
anteriores, que a pressão inibe a reacção. É de especial interesse referir que a 
actividade obtida para 100 e 200 MPa é superior à pressão atmosférica, mantendo-se 
as percentagens relativas ao controlo aproximadamente iguais para todas as pressões 
estudadas. 
A tabela anterior (Tabela 19) demonstra que as constantes cinéticas 
determinadas por ambos os métodos representados se encontram na mesma ordem de 
grandeza. 
 
  
Gráfico 18 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
 Observa-se que o Vmáx diminui linearmente com o aumento da pressão. É de 
referir que o valor representado a 500 MPa não pertence ao conjunto de valores 
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experimentais. Para esta pressão a actividade é demasiado reduzida, assumindo-se 
assim que Vmáx é nulo. No caso do KM, este apresenta um comportamento semelhante 
a Vmáx diminuindo também com a pressão aplicada. 
 
3.1.2.4. Peróxido de Hidrogénio a 30 ºC 
 
Para a continuação do estudo do efeito da actividade da POD com a 
temperatura a várias pressões, foi aumentada a temperatura para 30 ºC. Os valores 
da actividade determinados estão representados na Tabela 20 e representados 
graficamente, assim como os valores das actividades teóricas, no Gráfico 19. Os 
valores dos parâmetros cinéticos, Vmáx e KM, pelos dois métodos em estudo foram 
posteriormente calculados (Tabela 21). 
 
Tabela 20 – Valores da actividade para diferentes concentrações de H2O2 a 30 ºC à 
pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[H2O2] 
(mM) 
0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 350 MPa 
4,555E-02 2,016 1,410 (-30,0) 1,073 (-46,8) 1,763 (-12,5) 0,5034 
1,367E-01 3,647 4,465 (22,4) 2,265 (-37,9) 2,217 (-39,2) 0,6034 
2,278E-01 5,310 5,628 (5,99) ND 4,563 (14,1) 1,372 
4,555E-01 8,422 8,398 (-0,285) 6,606 (-21,6) 5,643 (-33,0) 1,169 
6,833E-01 9,275 8,775 (-5,39) 8,002 (-13,7) 6,991 (-24,6) 0,6270 
9,110E-01 10,06 11,03 (9,64) 7,839 (-22,1) 7,759 (-22,9) 0,1413 
1,367E+00 10,76 11,25 (4,55) ND 7,615 (-29,2) -0,9272 
ND – Não Determinado 
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Gráfico 19 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
H2O2 a 30 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 
Tabela 21 – Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o H2O2 a 30 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 11,2 ± 3,74 0,215 ± 0,0372 0,978 
M-M 13,6 ± 0,890 0,328 ± 0,0607 0,990 
100 
L-B 18,4 ± 9,67 0,538 ± 0,0586 0,991 
M-M 14,2 ± 1,63 0,332 ± 0,108 0,970 
150 
L-B 11,3 ± 10,46 0,444 ± 0,0886 0,988 
M-M 12,2 ± 4,57 0,472 ± 0,423 0,962 
200 
L-B 7,15 ± 4,80 0,153 ± 0,0749 0,847 
M-M 9,84 ± 1,83 0,311 ± 0,166 0,915 
 
As actividades enzimáticas obtidas diminuem gradualmente com o aumento da 
pressão, verificando-se que a actividade obtida a 100 MPa é ligeiramente superior à 
pressão atmosférica. A 350 MPa a actividade da enzima POD é muito próxima de zero 
o que impossibilita o cálculo experimental de Vmáx, é assim assumido que para 350 
MPa o valor é zero. 
Pode visualizar-se pela Tabela 21 que as constantes cinéticas obtidas são 
aproximadamente iguais. 
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Gráfico 20 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método o linear. 
  
Assim como se tem verificado nos casos anteriores o valor de Vmáx diminui com 
a pressão, no caso do KM é verificada a mesma tendência, ambos diminui linearmente 
para pressões superiores a 100 MPa. 
3.1.2.5. Peróxido de Hidrogénio a 37 ºC 
 
 Foi aumentada a temperatura para 37 ºC com o intuito de alargar o leque de 
resultados para a actividade da enzima e verificar o seu comportamento quando 
sujeita a temperaturas mais elevadas. Os valores da actividade encontram-se na 
Tabela 22 e estão representados graficamente no Gráfico 21. 
 
Tabela 22 – Valores da actividade para diferentes concentrações de H2O2 a 37 ºC à 
pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[H2O2] 
(mM) 
0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 250 MPa 
4,55E-02 2,644 1,590 (-39,9) 2,653 (0,340) 0,7536 (-71,5) 0,4617 (-82,5) 
1,37E-01 5,488 3,559 (-35,1) ND ND ND 
2,28E-01 7,738 4,335 (-44,0) 6,418 (-17,0) 1,977 (-74,4) 0,9977 (-87,1) 
4,55E-01 13,10 10,07 (-23,1) 7,287 (-44,4) 2,623 (-80,0) 0,7716 (-94,1) 
6,83E-01 12,79 9,742 (-23,8) 8,609 (-32,7) 3,381 (-73,6) 0,6533 (-94,9) 
9,11E-01 13,60 10,53 (-22,6) 8,489 (-37,6) 3,554 (-73,9) 0,5538 (-95,9) 
ND – Não Determinado 
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Gráfico 21 – Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
H2O2 a 37 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 
Tabela 23 – Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o H2O2 a 37 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 17,2 ± 5,07 0,254 ± 0,0305 0,993 
M-M 18,6 ± 2,59 0,286 ± 0,105 0,949 
100 
L-B 13,3 ± 7,89 0,342 ± 0,0611 0,984 
M-M 17,6 ± 6,93 0,505 ± 0,398 0,929 
150 
L-B 9,68 ± 0,862 0,121 ± 0,00882 0,998 
M-M 9,67 ± 0,845 0,120 ± 0,0417 0,981 
200 
L-B 3,97 ± 0,947 0,196 ± 0,0236 0,996 
M-M 4,79 ± 1,18 0,323 ± 0,202 0,959 
 
É verificado pelo Gráfico 23 que a actividade aumenta com a concentração de 
substrato usada e diminui com a pressão aplicada, sendo as actividades inferiores à 
pressão atmosférica. É também aqui observado, pelos valores de percentagem relativa 
ao controlo, que esta se mantém aproximadamente igual ao longo da concentração de 
H2O2 (Tabela 22) observa-se através da Tabela 23 que os parâmetros cinéticos 
determinados através dos dois modelos em estudo, para as diferentes pressões 
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aplicadas são idênticos. Podendo ser confirmados pelas respectivas barras de erro 
associadas (Tabela 23). 
 
 
   
Gráfico 22 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao método linear. 
 Mais uma vez se verifica a linearidade de Vmáx com a pressão (diminuição). O 
valor de Vmáx observado a 250 MPa não é um valor experimental, como a actividade a 
essa pressão é muito reduzida, impossibilita o cálculo do mesmo, assumindo assim 
valor nulo. Quanto ao KM, nada se pode concluir da sua dependência com a pressão 
nesta temperatura estudada. 
 
3.1.2.6. Peróxido de Hidrogénio a 45 ºC 
 
 Do mesmo modo foi feito o estudo da determinação da actividade da POD para 
diferentes concentrações de peróxido de hidrogénio (Tabela 24). Através do Gráfico 23 
é possível verificar os valores da actividade para as diferentes pressões aplicadas. 
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Tabela 24 - Valores da actividade para diferentes concentrações de H2O2 a 45 ºC à 
pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas. 
 Actividade (µmol.min-1) 
[H2O2] 
(mM) 
0,1 MPa 50 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 
4,55E-02 2,840 3,165 (11,4)  2,279 (-19,8) 0,9105 (-67,9) -0,8587(-69,8) 
1,37E-01 6,375 6,230 (-2,27) 5,135 (-19,4) 2,828 (-55,6) -0,01633 (-100) 
2,28E-01 9,504 9,681 (1,86) 8,813 (-7,27) 4,024 (-57,6) -0,9964 (-110) 
4,55E-01 16,70 12,87 (-22,9) 11,20 (-32,9) 5,350 (-68,0) 1,282 (-92,3) 
6,83E-01 19,97 17,83 (-10,7) 12,36 (-38,1) 7,970 (-60,1) -1,970 (-110) 
9,11E-01 20,93 19,17 (-8,41) 11,56 (-44,8) 7,442 (-64,4) -0,1826 (-101) 
 
 
 
Gráfico 23 - Representação dos valores da actividade em função da concentração de 
H2O2 a 45 ºC à pressão atmosférica e para as diferentes pressões aplicadas 
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Tabela 25 - Valores dos parâmetros cinéticos (± intervalo de confiança a 95 %) 
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlação 
para o H2O2 a 45 ºC. 
Pressão (MPa) Método Vmáx (µmol.min-1) KM (mM) R2 
0,1 
L-B 28,9 ± 12,2 0,424 ± 0,0436 0,994 
M-M 35,2 ± 4,21 0,561 ± 0,135 0,987 
50 
L-B 21,1 ± 8,80 0,264 ± 0,0430 0,986 
M-M 28,1 ± 4,46 0,465± 0,160 0,981 
100 
L-B 18,0± 6,24 0,315 ± 0,0357 0,993 
M-M 16,1 ± 3,53 0,228 ± 0,139 0,921 
150 
L-B 15,8 ± 13,2 0,736 ± 0,0861 0,993 
M-M 11,8 ± 4,91 0,456 ± 0,413 0,886 
 
É evidenciado pelo Gráfico 23 que a actividade obtida às diferentes pressões vai 
diminuindo gradualmente com o aumento desta. É possível observar que as 
percentagens relativas ao controlo se mantêm muito próximas ao longo da 
concentração de substrato (Tabela 24). As constantes cinéticas calculadas (Tabela 24) 
pelos dois métodos são aproximadamente iguais (ver respectivos erros). 
 
 
Gráfico 24 – Representação de Vmáx (A) e KM (B) correspondente ao modelo linear. 
  
É possível ver pelos gráficos acima representados que o Vmáx diminui 
linearmente com a pressão aplicada. O ponto representado a 200 MPa não é obtido 
com dados experimentais pois a actividade obtida para esta pressão é demasiado 
reduzida o que impede o cálculo de Vmáx assumindo assim valor nulo devido à sua 
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baixa actividade na zona de saturação (Gráfico 23). É verificado que o KM aumenta 
linearmente para pressões superiores a 50 MPa. 
 
 Através da visualização simultânea (dois substratos) dos valores de Vmáx 
determinados para cada temperatura às diferentes pressões é verificado que estes são 
aproximadamente idênticos, o que seria de esperar, uma vez que na zona de saturação 
as concentrações dos substratos são iguais. Observando-se claramente o aumento de 
Vmáx com o aumento da temperatura em ambos os substratos usados. 
 
 
3.1.2.7. Análise Geral do Efeito da Temperatura e Pressão nos Parâmetros 
Cinéticos de Lineweaver-Burk Para os Dois Substratos  
 
Observando os gráficos seguintes é possível comparar simultaneamente o efeito 
de Vmáx e KM com a temperatura (Gráfico 25 e 28) e pressão (Gráfico 26 e 29), 
respectivamente para os dois substratos em estudo.   
 
 
Gráfico 25 – Representação do efeito dos parâmetros cinéticos, Vmáx (A) e KM (B), com o 
aumento da temperatura nas diferentes pressões aplicadas para o substrato fenol.  
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Gráfico 26 – Representação do efeito dos parâmetros cinéticos, Vmáx (A) e KM (B), com o 
aumento da pressão nas diferentes pressões aplicadas para o substrato fenol. 
 
Para uma visão mais global, são representados os valores experimentais de 
Vmáx e KM com a variação da pressão e temperatura para o substrato fenol através de 
um gráfico de barras tridimensional (Gráfico 27). 
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Gráfico 27 – Representação tridimensional da variação de Vmáx (A) e KM (B) com a 
pressão e temperatura para o fenol. 
 
Pode verificar-se que a temperatura tem influência em ambos os parâmetros 
cinéticos. O Vmáx aumenta com o aumento da temperatura aplicada observando-se que, 
com o aumento da pressão, diminui gradualmente. O mesmo comportamento é 
evidenciado no estudo feito da lipase [29]. Quanto ao KM, este diminui com o aumento 
da temperatura (contrariamente ao Vmáx), excluindo a pressão de 200 MPa em que se 
verifica uma diminuição acentuada seguida de um aumento para pressões mais 
elevadas.  
Conclui-se que à pressão atmosférica, com o aumento da temperatura, o KM 
diminui, significando que a constante de afinidade aumenta, logo, a afinidade da 
enzima ao substrato fenol é maior. Este efeito resulta numa maior actividade da 
enzima com o aumento da temperatura, o que se confirma pelo aumento dos valores 
de Vmáx. 
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Gráfico 28 – Representação do efeito dos parâmetros cinéticos, Vmáx (A) e KM (B), com o 
aumento da temperatura nas diferentes pressões aplicadas para o substrato H2O2. 
 
 
 
Gráfico 29 – Representação do efeito dos parâmetros cinéticos, Vmáx (A) e KM (B), com o 
aumento da pressão nas diferentes pressões aplicadas para o substrato H2O2. 
 
 Para uma melhor visualização dos resultados obtidos de Vmáx e KM 
experimentais, é representado o seu efeito na gama de pressões e temperaturas 
estudadas (Gráfico 30). 
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Gráfico 30 – Representação tridimensional do efeito de Vmáx (A) e KM (B) com pressão e 
temperatura para o H2O2. 
Observa-se que os parâmetros cinéticos aumentam com a temperatura, 
enquanto que no efeito da pressão é verificada uma diminuição gradual na aplicação 
de pressão apenas para o Vmáx. Quanto ao KM nada se pode concluir sobre o efeito da 
pressão e temperatura neste. 
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3.2. Modelização da Dependência de Vmáx Com a Combinação Entre 
Pressão e Temperatura 
 Este estudo foi realizado para os dois substratos, fenol e H2O2, através da Eq.8 
é possível descrever a dependência de Vmáx para todas as combinações de pressão e 
temperatura dentro da gama experimental estudada. Para estimar os parâmetros do 
modelo termodinâmico, foi necessário recorrer ao programa MATLAB R2006.b 
utilizando uma regressão não linear empregando um processo iterativo numérico, com 
base nos mínimos erros quadráticos. Através dos resultados obtidos dos coeficientes 
estimados pelo modelo (dados não evidenciados) foi possível verificar que este não é o 
mais adequado à dependência de Vmáx para a gama de temperaturas e pressões 
estudadas. Foi então alterada a Eq. 8 para uma equação de terceiro grau, vindo assim 
representada como (Eq. 9): 
 
 
 
Eq.9 
 
 
 
 
Com o intuito de simplificar a Eq.9 foram realizadas algumas substituições: 
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Vindo assim a Eq.9 descrita como: 
 
Eq.10 
 
 Os parâmetros do modelo são estimados (Tabela 26 e 27) para ambos os 
substratos, com o respectivo erro associado, de modo a construir o gráfico 
tridimensional que apresenta simultaneamente os valores experimentais e previstos 
de Vmáx e KM, usando valores de P0 e T0 de 0,1 MPa e 318,15 K, respectivamente. O 
respectivo desvio padrão ao modelo é determinado pela Eq.11.  
 
               Eq.11 
 
Onde SSQresidual representa a soma dos quadrados residual, m e j o número de 
observações e de parâmetros do modelo, respectivamente. 
 
Fenol 
Tabela 26 – Valores estimados dos parâmetros do modelo para a enzima POD com o 
substrato fenol e respectivos desvios padrão. 
 Valores estimados  
Parâmetros do modelo Vmáx KM Unidades 
a (ln(Vmáx ref) ou ln(KM ref)) 3,02 ± 0,609 2,67 ± 0,470 - 
A (ΔV0) -1,56x101 ± 2,37x101 -5,54x10-2 ± 1,68x101 cm3.mol-1 
B (ΔS0) 3,97x102 ± 2,11x102 2,15x102 ± 1,84x102 J.mol-1.K-1 
C (Δĸ) 3,11x10-1 ± 2,36x10-1 -1,86x10-1 ± 1,72x10-1 cm6.J-1.mol-1 
D (ΔCp) 1,50x104 ±7,16x103 1,36x104 ± 5,97x103 J.mol-1.K-1 
E (Δζ) 3,53x10-1± 4,43x10-1 -1,72 ± 3,38x10-1 cm3.mol-1.K-1 
F (Δζ2A) 5,22x10-4 ± 7,84x10-4 -3,09x10-4 ± 5,04x10-4 cm3.mol-1.K-1 
G (Δζ2B) -4,97x10-3 ± 7,53x10-3 4,04x10-2 ± 6,52x10-3 cm3.mol-1.K-1 
H (Δĸ2) 5,00x10-4 ± 3,69x10-4 -2,67x10-4 ± 2,79x10-4 cm6.J-1.mol-1 
I (ΔCp) 2,65x102 ± 1,16x102  2,43x102 ± 9,28x101  J.mol-1.K-1 
R2 0,867 0,978 - 
R2 ajustado 0,841 0,971 - 
SD 0,907 0,579 - 
987654321max )ln( IXHXGXFXEXDXCXBXAXaV 
jm
SSQ
SD residual


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É observado na tabela anterior que alguns erros associados são muito elevados, 
isto deve-se ao facto de serem usados poucos pontos na modelização, uma vez que os 
pontos experimentais usados são poucos para este género de modelização. Factor 
determinante é também o número elevado de parâmetros a estimar. 
No gráfico seguinte encontram-se representados a variação dos valores de Vmáx 
e KM com a temperatura e pressão assim como a superfície que ilustra os pontos 
estimados pelo modelo. São representados a negro os pontos que se encontram acima 
da superfície e a cinza os que estão abaixo desta.  
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Gráfico 31 – Representação da variação dos valores experimentais de Vmáx (●) e KM (●) 
(A e B, respectivamente) bem como o perfil teórico obtido pela Eq.10 para o substrato fenol com 
as várias combinações de pressão e temperatura.  
No gráfico da variação de KM verifica-se um pico bastante elevado para 
pressões e temperaturas elevadas, contudo nesta gama não foram determinados 
pontos experimentais. Contudo, esta tendência vai ao encontro com o esperado, ou 
seja, para temperaturas e pressões elevadas a ligação da enzima ao substrato é muito 
baixa indicando assim uma constante de dissociação reduzida, obtendo-se assim 
valores de KM elevados. 
De modo a comparar os valores experimentais com os previstos foi 
representado no Gráfico 32 os valores dos parâmetros cinéticos, Vmáx e KM, previstos 
em função dos experimentais, ambos caracterizados como logaritmo natural. 
 
Gráfico 32 – Representação da correlação entre o logaritmo natural de Vmáx (A) e KM (B) 
experimental e do logaritmo natural de Vmáx previsto para o substrato fenol.  
 
B 
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É verificado pela respectiva linha de tendência que os valores experimentais 
possuem desvios ao modelo aplicado. Para o caso do KM o mesmo ajuste foi aplicado 
mas são evidenciados maiores desvios ao modelo. Através do respectivo coeficiente de 
correlação (Tabela 26) e pela observação do Gráfico 31 verifica-se que se obtêm um 
ajuste bom entre o previstos e os experimentais, contudo através desta representação 
(Gráfico 32) é verificada uma tendência mas nada se pode concluir em concreto dos 
valores representados. 
 Após a determinação dos parâmetros do modelo escolhido é possível identificar, 
nas respectivas gamas estudadas, todas as combinações de pressão e temperatura que 
resultam no mesmo valor de actividade da enzima POD (µmol.min-1). São 
representadas as curvas e é observado o contorno elíptico discutido anteriormente, 
gráfico (Gráfico 33). 
 
Gráfico 33 – Representação das curvas de iso actividade pressão-temperatura para os 
valores da actividade da enzima POD para o substrato fenol (números representados sob as 
curvas representam o valor da actividade em µmol.min-1). 
 
Observa-se que existem várias combinações de pressão e temperatura em que a 
actividade é a mesma, concluindo-se que esta gama, de pressões e temperaturas, é 
afectada pelo efeito antagonístico onde a pressão inibe o efeito da temperatura sobre a 
enzima POD. 
 
Peróxido de Hidrogénio  
O mesmo estudo foi realizado para o substrato H2O2, apresentando a respectiva 
tabela dos parâmetros do modelo estimados (Tabela 27), o gráfico 3D (Gráfico 34) 
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representando os valores de Vmáx e KM experimentais e previstos pelo modelo 
termodinâmico caracterizado pela Eq.10.  
 
Tabela 27 – Valores estimados dos parâmetros do modelo para a enzima POD com o 
substrato H2O2 e respectivos desvios padrão. 
 Valores estimados  
Parâmetros do modelo Vmáx KM Unidades 
a (ln(Vmáx ref) ou ln(KM ref)) 3,11 ± 0,264 -1,17 ± 0,336 - 
A (ΔV0) -1,33x101 ± 9,90 -2,86x101 ± 1,26x101 cm3.mol-1 
B (ΔS0) 1,34x102 ± 8,91x101 3,03x101 ± 1,26x102 J.mol-1.K-1 
C (Δĸ) 2,91x10-1 ± 9,79x10-2 4,09x10-1 ± 1,35x10-1 cm6.J-1.mol-1 
D (ΔCp) 5,03x103 ± 3,00x103 3,89x103 ± 4,81x103 J.mol-1.K-1 
E (Δζ) -3,84x10-1 ± 1,92x10-1 -4,22x10-1 ± 3,61x10-1 cm3.mol-1.K-1 
F (Δζ2A) 3,33x10-4 ± 3,28x10-4 -2,78x10-3 ± 5,94x10-4 cm3.mol-1.K-1 
G (Δζ2B) 1,69x10-2 ± 3,34x10-3 -1,10x10-3 ± 8,13x10-3 cm3.mol-1.K-1 
H (Δĸ2) 4,30x10-4 ± 1,56x10-4 1,51x10-4 ± 2,18x10-4 cm6.J-1.mol-1 
I (ΔCp) 1,33x102 ± 4,86x101 1,18x102 ± 8,30x101 J.mol-1.K-1 
R2 0,967 0,954 - 
R2 ajustado 0,961 0,941 - 
SD 0,397 0,466 - 
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Gráfico 34 – Representação gráfica da variação dos valores experimentais de Vmáx (●) e 
KM (●) (A e B, respectivamente) assim como o perfil teórico obtido pela Eq.10 para o substrato 
H2O2 com as várias combinações de pressão e temperatura. 
 
De igual modo como para o substrato fenol os valores dos parâmetros 
estimados pela regressão não linear do modelo usado assumem alguns erros elevados, 
devido à existência de poucos valores experimentais e na estimativa de um vasto leque 
de estimativas. É representado no gráfico seguinte a variação dos valores de Vmáx e KM 
com as diferentes temperaturas e pressões aplicadas, bem como a superfície gerada 
pelo modelo após o cálculo dos parâmetros do mesmo. A negro e a cinza são 
evidenciados os pontos experimentais que se encontram acima e abaixo da superfície, 
respectivamente (Gráfico 34). 
De forma a verificar as diferenças entre os valores experimentais e aqueles 
estimados pelo modelo, de Vmáx e KM, Eq.10, foram representados graficamente 
(Gráfico 35) estes mesmos valores mas em forma de logaritmo neperiano. 
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Gráfico 35 – Representação da correlação entre o logaritmo natural de Vmáx (A) e KM (B) 
experimental e do logaritmo natural de Vmáx previsto par o substrato H2O2.  
 
 Assim como verificado no caso do fenol a convergência dos valores de KM 
previstos pelo modelo com os valores experimentais é baixa, evidencia-se uma 
tendência, contudo apesar do coeficiente de correlação (Tabela 27) e o ajuste 
representado pelo Gráfico 34 serem bons, no gráfico anterior vê-se que aplicando o 
mesmo ajuste não será o mais correcto no caso do KM.  
Tal como para o fenol, foram determinadas para todas as combinações, dentro 
da gama estudada, de pressão e temperatura os valores no qual a actividade da 
enzima POD (µmol.min-1), no substrato H2O2, era igual. É representado no Gráfico 36 
as linhas que correspondem a mesma actividade enzimática. 
 
Gráfico 36 – Representação das curvas de iso actividade pressão-temperatura para os 
valores da actividade da enzima POD no substrato H2O2 (números representados sob as curvas 
representam o valor da actividade em µmol.min-1). 
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 É verificado pelo gráfico anterior que aplicando esta gama de pressões 
combinadas com a gama de temperaturas em estudo a actividade da enzima sofre 
também um efeito antagonístico, ou seja, com o aumento da pressão a actividade 
enzimática deveria diminuir, contudo, verifica-se que esta se mantém igual, assim 
como quando se aumenta a temperatura a actividade da POD deveria aumentar e 
contrariando esta teoria a actividade mantêm-se inalterada. 
 
3.3. Determinação do Volume de Activação (Va) Para as Diferentes 
Temperaturas em Estudo 
 
 De modo a conhecer o comportamento do volume de activação com o aumento 
da temperatura determinou-se, o mesmo, para os dois substratos em estudo variando 
a temperatura (Tabela 28). Os gráficos intermédios que determinam o valor do volume 
de activação encontram-se no Anexo II. 
 
Tabela 28 – Representação dos valores do volume de activação (Va) para cada 
temperatura usada nos diferentes substratos (fenol e H2O2). 
 
 Va (cm3.mol-1) 
Temperatura (ºC) Fenol R2 H2O2 R2 
6 16,29 0,961 9,119 0,930 
12,5 3,182 0,999 8,424 0,914 
20 7,044 0,923 20,03 0,902 
30 5,545 0,722 23,84 0,999 
37 16,43 0,973 31,20 0,931 
45 6,560 0,962 7,578 0,997 
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Gráfico 37 – Representação de Va em função das temperaturas usadas nos diferentes 
substratos (fenol e H2O2). 
   O volume de activação obtido para qualquer uma das temperaturas em causa 
é positivo indicando assim, que na gama estudada de pressões, estas não favorecem a 
cinética da reacção. Verifica-se (Gráfico 37) que o Va, referente ao substrato fenol, 
diminui nas temperaturas mais reduzidas (6 a 12,5 ºC) e para as mais elevadas (37 a 
45 ºC). Para temperaturas intermediárias (12,5 a 37 ºC), o Va aumenta 
consecutivamente, atingindo um valor máximo a 37 ºC, ou seja na temperatura 
óptima da enzima. De acordo com o Gráfico 37, observa-se que os valores 
determinados para Va para o substrato H2O2 são superiores aos do fenol tornando esta 
reacção mais lenta e mais desfavorecida sob pressão. Pela Tabela 28 verifica-se que 
para 30 ºC no fenol o coeficiente de correlação é baixo (0,722). Uma vez que se obtêm 
apenas três pontos e possam estar relacionados com possíveis erros associados. 
 
3.4. Determinação da Energia de Activação (Ea) Para as Diferentes 
Pressões Aplicadas 
 
Com a finalidade de conhecer o comportamento da energia de activação para 
cada pressurização efectuada (Tabela 29), foi realizado o presente estudo. Os gráficos 
intermédios que determinam o valor da energia de activação encontram-se no Anexo 
III. 
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Tabela 29 – Valores da energia de activação (Ea) para cada pressurização efectuada nos 
diferentes substratos (fenol e H2O2). 
 Ea (kJ.mol-1) 
Pressão (MPa) Fenol R2 H2O2 R2 
0,1 34,91 0,994 41,14 0,963 
100 20,35 0,884 19,79 0,986 
150 22,48 0,731 18,50 0,473 
200 33,04 0,941 22,10 0,820 
 
 
Gráfico 38 – Representação gráfica de Ea em função da pressão aplicada para os dois 
substratos usados, fenol e H2O2. 
 
 Através do Gráfico 38 é possível evidenciar que para ambos os substratos 
estudados a Ea tem o mesmo comportamento, decrescendo até 100 MPa seguindo-se de 
um aumento até 200 MPa. No entanto verifica-se que os valores obtidos para o 
peróxido de hidrogénio são mais reduzidos que para o fenol, tal facto deve-se a que na 
reacção da enzima POD com o substrato peróxido necessita de pouca energia para 
iniciar a reacção, ou seja, mais elevada é a velocidade de reacção. Estes valores são 
semelhantes aos encontrados na literatura à pressão atmosférica [29]. É de notar que, 
para ambos os substratos os coeficientes de correlação obtidos para 150 MPa são 
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muito baixos, deve-se tal facto, ao número limitado de pontos e a possíveis erros 
associados. 
 
3.5. Determinação da Estabilidade da Enzima POD Sob Pressão 
 
 A fim de determinar o comportamento da enzima quando sujeita à pressão foi 
realizado o presente estudo à medida que as experiências iam decorrendo. Para tal, foi 
usada a concentração de substrato, em saturação, sujeita a diferentes pressões 
combinadas com duas temperaturas, 12,5 e 37 ºC. Foi lida a absorvância a 510 nm ao 
longo do tempo com o intuito de analisar a actividade da enzima (declive) após a 
pressurização. 
 
 
 
Gráfico 39 - Representação dos valores de absorvância a 510 nm quando o meio 
reaccional é submetido a diferentes pressões comparando com a pressão atmosférica a 37 ºC. 
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Gráfico 40 – Representação dos valores de absorvância a 510 nm quando o meio 
reaccional é submetido a 500 MPa comparando com a pressão atmosférica a 12,5 ºC. 
De acordo com os gráficos representados comparando os resultados que foram 
submetidos a alta pressão e os que foram mantidos à pressão atmosférica, é verificado 
que a enzima não é afectada na gama de pressões estudada, a pressão afecta apenas a 
reacção em causa.  
Outro estudo foi realizado anteriormente com esta mesma enzima POD, com a 
diferença de pressurizar apenas a enzima, todavia a mesma conclusão foi retirada 
deste estudo [36]. 
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Parte IV. Conclusão 
 
No presente trabalho foi estudado o efeito combinado de pressão e temperatura 
durante 10 minutos, a pH 7,5, na actividade (Vmáx) e constante de Michaelis-Menten 
(KM) da enzima peroxidase (POD), para os substratos fenol e peróxido de hidrogénio. 
Os valores de Vmáx e KM foram determinados através de dois métodos de estudo, 
Lineweaver-Burk (método linear) e Michaelis-Menten (método não linear) para cada 
pressão e temperatura aplicadas. 
Representando, para cada temperatura e pressão aplicadas, o valor da 
actividade da enzima em função da concentração do substrato em estudo, verifica-se 
que esta aumenta com a concentração do substrato atingindo um patamar para 
concentrações mais elevadas (concentrações de saturação). 
Verificou-se que o efeito da pressão na redução da actividade é igual para toda 
a gama de concentração de cada substrato estudado, factor evidenciado pelo valor 
constante de variação da percentagem de actividade sob pressão, relativamente à 
pressão atmosférica. 
Os valores de volume de activação obtidos (Va) são positivos e geralmente 
superiores, apresentando maior variação com a temperatura para o peróxido de 
hidrogénio, variando entre 8,424 e 31,20 cm3.mol-1 e 3,182 e 16,43 cm3.mol-1 para o 
fenol. Assim, conclui-se que a pressão tem um efeito inibidor na actividade. Contudo, 
para a temperatura mais baixa 6 e 12,5 ºC e para as pressões mais baixas (50 a 150 
MPa) a actividade sob pressão é superior à pressão atmosférica, mas diminui com o 
aumento de pressão. 
Relativamente ao efeito da temperatura entre 6 e 45 ºC, a actividade da enzima 
aumenta com o aumento da temperatura sendo possível o cálculo do valor da energia 
de activação (Ea). A Ea apresenta um valor mínimo entre 100 e 150 MPa (20,35 e 22,48 
KJ.mol-1).  
Com aplicação de um modelo matemático de base termodinâmica, com 10 
variáveis, foi possível modelizar o efeito combinado da pressão e temperatura, no Vmáx 
e no KM da POD, permitindo a determinação de curvas de iso-actividade em função da 
pressão e temperatura. Esta modelização é menos eficiente no caso do KM, 
provavelmente pela existência de menos pontos experimentais (os valores aos quais 
não foi possível quantificar o Vmáx por serem próximos de zero). 
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Para ambos os substratos o valor de maior actividade verifica-se à pressão 
atmosférica e a 45 ºC. 
No que diz respeito ao valor de KM, para o fenol, apresenta geralmente um 
valor oposto ao do Vmáx tanto com a temperatura como com a pressão. Para o H2O2, 
com a temperatura o perfil de variação é semelhante ao Vmáx, enquanto que com a 
pressão é de modo geral o oposto. 
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Anexo I. Preparação das Soluções Utilizadas 
  
 
o Tampão tris/HCl 0,1 M (pH 7,5) 
 
Esta solução é preparada de modo a que a concentração de tris-(hidroximetil)-
aminometano (Mr=121,14 g.mol-1) na solução seja de 0,1 M num volume total de 1000 
mL.  
 
 
  
 
 
 
 
 Esta massa é dissolvida em água destilada e a ela adicionado ácido clorídrico 
de concentração (Mr=36,49 g.mol-1): 
 
 
  
 
Estas duas soluções são misturadas perfazendo-se o volume até 1000 mL com 
água destilada, verifica-se o valor de pH 7,5, acertando-o caso seja necessário. É 
necessário dissolver sempre o tris antes de adicionar o ácido clorídrico de modo a 
facilitar a dissolução do mesmo. 
 
o Peróxido de Hidrogénio (30%) 
Na preparação desta solução é necessária a solução tampão tris/HCl preparada 
previamente e a solução de peróxido de hidrogénio de concentração 8,82 M (Mr=34,01 
g.mol-1): 
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o 4-aminoantipirina 
 
Mr =203,25 g.mol-1 
C =2,3x10-3 M 
m =0,04674 g 
 
o Solução Fenol 
C=0,16 M 
Mr=94,11 g.mol-1 
V=100 mL 
m =1,5 g 
 
A solução de fenol com 4-aminoantipirina é realizada do mesmo modo pesando 
1,5 g de fenol dissolvendo em tampão, adicionando a amina, também dissolvida em 
tampão, perfazendo um volume total de 100 mL. É necessário dissolver primeiro o 
fenol em tampão, e depois adicionar a amina para uma melhor dissolução dos dois 
reagentes. 
 
o Diferentes concentrações de Fenol e 4-aminoantipirina 
Para cada solução de fenol é necessário variar apenas a concentração de fenol e 
manter a concentração de 4-aminoantipirona: 
 
Exemplo de cálculo para a concentração de fenol a 50%:  
 
CFenol=0,16 M 
Mr=94,11 g.mol-1 
mamina=0,04674 g 
C=0,16x0,5=0,08 M 
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Para um balão de 20 mL colocar 10 mL da solução de fenol (0,16 M), 4-
aminoantipirina dissolvida num pouco de tampão tris/HCl perfazendo o volume com 
tampão.  
Todas as outras concentrações (5, 15, 25 e 75 %) foram consumadas do mesmo 
modo. 
 
Enzimas 
 
o Catalase 
A fim da preparação esta solução de enzima foi usada catalase (C9322, 2950 
U.mg-1 de sólido), pesando-se 56,5 mg da mesma mantendo sempre num recipiente em 
gelo pois é bastante instável à temperatura ambiente. Dissolve-se esta quantidade em 
tampão perfazendo 10 ml de solução, obtêm-se assim uma solução de concentração 
5,65 mg.mL-1 de catalase. De modo a retirar impurezas nela contidas prosseguiu-se à 
sua centrifugação a 5 ºC a 10000 G durante um período de tempo de 15 minutos. 
 
o Peroxidase 
Neste estudo foi usada peroxidase do tipo II P8250 (R.Z.=1,9) da Sigma na qual 
foi sujeita a preparação de uma solução mãe de concentração 0,5 mg.mL-1 (pesando 10 
mg de peroxidase num volume de 20 mL de tampão). Através desta, é preparada uma 
solução de concentração intermédia (6,67x10-4 mg.ml-1) para uma posterior diluição 
até a concentração pretendida de 2,225x10-4 mg.mL-1. 
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Fenol a 6 ºC Fenol a 12,5 ºC  
 
Fenol a 20 ºC      Fenol a 30 ºC 
 
Fenol a 37 ºC      Fenol a 45 ºC  
 
 
 
 
H2O2 a 6 ºC       H2O2 a 12,5 ºC 
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H2O2 a 20 ºC      H2O2 a 30 ºC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H2O2 a 37 ºC      H2O2 a 45 ºC 
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Anexo III. Gráficos Auxiliares para o Cálculo da Energia de 
Activação (Ea) nas Diferentes Pressões Estudadas 
 
Fenol a 0,1 MPa      Fenol a 100 MPa 
 
Fenol a 150 MPa      Fenol a 200 MPa 
 
H2O2 a 0,1 MPa      Fenol a 100 MPa 
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Fenol a 150 MPa      Fenol a 200 MPa 
 
 
